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Introduction

INTRODUCTION :
Le développement de la médecine est assotuélment & I'apparition de nombreuses
pathologies iatrogénes souvent liées a la diticdlaméliorer simultanément la qualité de

toutes les procédures de soins et d’entretien.

L'hépital est considéré comme un écosystepmeir les personnes affaiblies,
traumatisées...C’est un lieu ou l'on traite mais té&ggalement un lieu ou I'on peut contracter
un univers microbien et ainsi le risque de conémactes infections dites "Hospitalieres"
appelées également infections nosocomiageson du progrés en matiére de techniques

diagnostiques et thérapeutiques.

Le taux de ces infections « augmente »lardgs malades sont exposés directement aux
facteurs de I'environnement et aux actes meédichlusage abusif des antibiotiques, I'état
immunitaire des malades et le relachement d'hygexpdiqueraient le fait qu'il soit difficile
de prévenir certaines infections endogénes, ouemuinfections dues a des bactéries
opportunistes provenant de la flore bactériennenate du malade.

Les IN constituent un important probleme daté&goublique par leurs conséquences
humain, social et économique s’exprimant en termpeur lequel 'impact en matiere de
morbidité et desurcolt est aussi important, sinon plus, que celui enérmatilemortalite.
(Jarvis, 1996).

L'impact des IN dépend de l'état de base atiemt, du site d'infection et du micro-
organisme responsable. L'usage accru et |'abushitdigques contribuent au développement
de germes hospitaliers multi-résistants posanpd#séemes thérapeutiques grandissants.

Les germes résistants ont pour caractéristidg survivre assez durablement dans le
milieu extérieur et d'étre résistants a de nombrauotkbiotiques éventuellement a certains

antiseptiques, comme ils ont pu étre responsatidsadec tendance épidémique

Dans cette intention, on s’est intéressé datr® travail a la caractérisation phénotypique
de souches bactériennes multi résistantes, sal@artir du milieu hospitalier, Pour se faire,

notre travail est divisé en 2 axes :

* Revue bibliographique destinée pour une étude itnég®sur :
L’environnement hospitalier, généralité sur les Id§ agents infectieux responsables des IN

et enfin la résistance bactérienne.
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Introduction

» Partie pratique basé sur :
L’isolement et l'identification des bactéries atade différents sites du milieu hospitalier et
a partir d’autres prélevements des patients halg@s responsables des IN, et par la suite

une étude de la sensibilité aux antibiotiques #&sttiée afin de cibler les souches multi
résistantes.

Page 2



Chapitre] L’environnement hospitalier et généralité sur les IN

| -L'environnement hospitalier :

1-Définition :

On regroupe habituellement sous le termevitmement hospitalier les éléments
suivants: air, eau, surfaces (sols, murs, mobikguipement), linge, aliments, dispositifs
médicaux, déchets. Ces éléments supportent de eambmicro-organismes et cette
contamination environnementale est tres variablalitgtivement et quantitativement d'un
établissement a l'autre et au sein d'un méme gseblient en fonction des services, des

patients (sains, colonisés, infectés), des soids®techniques pratiqu@3ebabza, 2015).

2-L'eau:

La consommation d’eau en milieu hospitalier es$ ileportante, elle est estimée a 750
litres en moyenne par lit par jour avec des vameide 130 a 1300 litres , dont 40% est
utilisée par le secteur de I'hospitalisation etdehnique médicale et 60 % par les services
généraux , a ce titre I'eau constitue 'une des@rapations majeures de I'hygiéne publique ,
et plus particulierement dans le milieu hospitalieyeret al.,2004).

Sur le plan microbiologique, I'eau sert comme usergoir ou véhicule de certains
microorganismes qui présentent un risque spécifaares ce milieu, ce sont avant tout des
bacilles a Gram négatif pour lesquels le milieu rigiee est un réservoir de choix (par
exemple Pseudomonas, Acinetobacter, Xanthomonas, etc).

A l'intérieur de I'établissement hospitaltes micro-organismes en quantité faible peuvent
proliférer aux niveaux des bras morts, des extésnides canalisations, des brise-jets des
robinets, des pommes de douche et dans les cird@i&a chaud€Riou, 1993; Stoukt
al.,1997).

3-L'air:

L’air ambiant des locaux hospitaliers est un vectiitransmission des microorganismes
provenant des individus et d'une grande diversgténilieux de I'environnement hospitalier :
eau, matériels, surfaces, textiles et fluides.

La flore microbienne de I'air est constituene flore de base et d’une flore accidentelle :
- La flore de base :comprend des microorganismes saprophytes, les rphistants aux
agressions du milieux extérieur, elles provienterssllement des milieux secs, elle est
composeée de bactéri¢Bacillus sp.et  Pseudomonas sp.), especes apparentédsdionella
sp.), mycobactéries atypiques et champignons filameatPenicillum sp., Alternaria
sp).(Avril et al.,1998)

Revue bibliographique Page 3



Chapitre] L’environnement hospitalier et généralité sur les IN

-La flore accidentelle : est d’origine humaine et hydro tellurique, les marganismes qui
résistent dans le milieu extérieur sont considéo@sme indicateur de contamination humaine
(Staphylococcus, Escherichia coli). (Avril et al., 1998)

Les micro-organismes de l'air sont généralemenicutds par des supports de taille
variable : poussiére (10 a 100 um), gouttelettemietogouttelettes émises par les voies
respiratoires humaines ou par aérosolisation (M@0 pum) et noyaux de condensation
(droplet nuclei) issus de I'évaporation des goetties (2 a 5 pm). Les plus petites particules,
de l'ordre du micron, persistent dans l'atmospli&renaniere prolongée car leur vitesse
théorique de chute est lente (environ 1 métre bauBes) ; elles peuvent étre maintenues en
suspension et diffuser a distance de leur poinmidg&on et elles peuvent pénétrer
profondément dans l'appareil respiratoire et afteines alvéoles pulmonairg®ebabza,
2015)
4-Surfaces :

Les surfaces sont contaminées soit par contact, i sédimentation des micro-
organismes présents dans l'air. La répartition ette contamination des surfaces se fait le
plus souvent de maniére hétérogene. L'adhérersccbatreries est possible selon |'état de la
surface et elle peut s'accompagner de la créationbibfilm.

Du fait des conditions de croissance défaMem certaines bactéries peuvent se
miniaturiser (bactéries naines) et sont alors diffs & mettre en évidence dans les
prélevements (bactéries viables et non cultivablBgutres bactéries peuvent prendre une
formesporulée Clostridium difficile). (Hajjar et al., 2000).

Les surfaces les plus contaminées sontaljdes barrieres de lit, les tables, les vétements
portés par les patients, les oreillers et les rag{Bloyceet al., 1997).

Toutefois, toutes les especes bactérienr@éers a partir de ces surfaces ne sont pas
obligatoirement pathogenes mais la flore issuéad#itité humaine comme les bactéries de la
flore cutanée ou des flores muqueuses et certasmesces bactériennes des flores hydriques
naturelles commePseudomonas aeruginosa peuvent étre responsables des infections

nosocomiales (Rouillogt al.,2006).
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[I- Généralité sur les infections nosocomiales :
1-Définition :

Du grecnosos = maladie komein = soigner,nosokomeion =hopital.

Les infections nosocomiales, longtemps dénéasm surinfections, infections
hospitalieres, infections acquises a I'hépitaliseent depuis la création des premiéres
structures de soin.  Une infection nosocomiale infection hospitaliere. Peut étre définie
comme suit:

Infection acquise a I'hdpital par un patient adpusir une raison autre que cette infecfibh
Infection survenant chez un patient & I'hépitaldauns un autre établissement de santé et chez
qui cette infection n’était ni présente ni en inatibn au moment de I'admission.

On appelle infection nosocomiale ou infecti@ssociée aux soins toutes les infections
contractées pendant une hospitalisation et égakempendant les soins délivrés en dehors des
établissements de sarfidicolle et al., 2009.

Le caractere nosocomial est basé essentiellementesdélai écoulé entre 'admission et
le début de I'infection. Ce délai doit étre supéri@ la durée d’incubation de linfection.
L’infection nosocomiale survient donc :

- Apres les 48 premieres heures d’hospitalisationle délai de 48h correspond a la durée
d'incubation minimum d'une infection aigué liéerge bactérie a croissance rapide.

- Dans 1es30 jours aprés intervention chirurgicale (si chirurgie).

- Dans I'année qui suit la mise en placele matériel chirurgicgimplant ou prothése...)

Lorsque la situation précise a I'admissioast’pas connue, un délai d’au moins 48 heures
apres I'admission (ou un délai supérieur a la pieridincubation, lorsque celle-ci est connue)
est communément accepté pour distinguer une infectiosocomiale d'une infection
communautaire (Bergogne, 1995 ; [2]).

Selon le comité des ministres du conseil 'Barbpe (25 Octobre 1984), on appelle
infection hospitaliere toute maladie contracté#@pital ou dans une structure de soin, due a
des micro-organismes bactériennes, virales, panzs, fongiques ou a prion cliniquement
et ou microbiologiquement reconnaissables et ifigle qui affectent :

- Soit le malade.
-Soit le personnel hospitalier du fait de son aigiet que les symptdbmes des maladies

apparaissent ou non.
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L’environnement hospitalier et généralité sur les IN

2-Facteurs de risque infectieux

2-1- Services a haut risque infectieux

Ces infections sont plus importantes danssisices médicaux lourds :

Réanimation

polyvalente ou chirurgicale et soins intensifsabditologie, néonatologie et oncologie (voir
tableau 1) (Bergogne,1995)
Tableau 01 : Zones a risque a I'hopital (Figarellat al., 2007).

1

2

3

Risques minimes

Risques moyens

Risques séveres

Thaats risques

Halls

Bureaux

Services
Administratifs
Services techniques
Résidence pour

personnes agees

Circulations

Ascenseurs

Escaliers

Salles d'attente
Consultation externe
Salle de rééducation
fonctionnelle

Maternité

Unité d’hébergement pour
personnes agées
Services long et moyen
séjour

Psychiatrie

Stérilisation centrale (zone
lavage)

Pharmacie

Blanchisserie

Sanitaires

Soins intensifs
Réanimation

uUrgences

Salle de « petite chirurgie »
Salle de soins post
interventionnelle (salle de
réveil)

Salle d’accouchement
Nurserie

Biberonnerie

Pédiatrie

Chirurgie

Médecine

Hémodialyse

Radiologie

Laboratoires

Exploration fonctionnelle
Salle d’autopsie
Imagerie médicale
Oncologie

Hématologie
Hémodynamique

Endoscopie

Néonatologie
Bloc opératoire
Service de greffe

Services de brulés
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Chapitre] L’environnement hospitalier et généralité sur les IN

2-2- Facteurs liés aux malades :
2-2-1- Les pathologies préexistantes

Concerne l'état de santé du malade par rappor. diabéte, insuffisance rénale,
insuffisance hépatique, incontinence urinaire ,cégénie et cancer (Immunodépression)
(Avril et al.,1998 ; [3]).

2-2-2- la pathologie a I'origine de I'hospitalisaton :
- Poly traumatisme (Accident de la circulatiohute d’'une hauteur).

- Brillures étendues.

2-2-3 L’état nutritionnel non satisfaisant :
La dénutrition est un facteur important fasant les infections nosocomiales car elle
provoque une atrophie de toutes les muqueusesopfpdsé, I'obésité peut représenter un

facteur de risque en favorisant les abces parigiast opératoirefiakite ,1996).
2-2-4 L’age : Avant 1 an et aprés 65 ans, le risque infectesixmajoré (Timbine ,1998).

2-3-Facteurs liés aux techniques diagnostiquestberapeutiques:

La nature et la qualité des soins influemtilsdaux d’infections nosocomiales :
-Certains traitements agressifs tels que les perfas cathétérismes et sondes a demeure,
constituent des portes d’entrée faciles pour I'ag#ectieux.
-L’encombrement du service, le défaut d’isolemaed malades infectés et des antibiotiques
administrés abusivement comme « couverture » augmiele risque infectieux en favorisant
la sélection de bactéries multi résistantes, audeia flore hospitaliére.

Parmi les facteurs liés aux techniques diagnossigtiéhérapeutiques on distingue :

2-3-1 Les actes invasifs :

Ce sont particulierement tous les procédéoganes lésant le revétement cutanéo-
muqueux (endoscopie respiratoire, digestive outgaminaire, mise en place de sondes,
cathéters, trachéotomies, et iléostomie) ou peamekinoculation directe de bactéries dans la
circulation sanguine (cathétérisme vasculaire, agplons hémodynamiques, injections
veineuses, ponctions sternales).

Par ailleurs, les atteintes du systéme nerveentral, apanages des services de
réanimation mais également observés dans les slgéitesrtaines explorations, peuvent abolir

des réflexes (réflexes nauséeux, épi glottiguegeotaines fonctions.
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Les malades présentant des comas prolongss,tuineurs cérébrales et les para -
tétraplégiques sont candidats a des infectionsaoosiales souvent respiratoires, urinaires ou

cutanées (Brun,1996)

2-3-2-Le traitement chirurgical :
Le type de chirurgie est un important facterisque.
Le taux d’infection pariétale est différent selaunilgs’agisse d’une chirurgie propre, propre-

contaminée, contaminée ou sgRergogne, 1995).

Tableau 2: Taux d'infection pariétale en fonction di type de chirurgie (Bergogne, 1995).

Type de chirurgie description Taux d’infection gaale

Chirurgie propre Pas d’ouverture de viscére cresn2%
Pas d’inflammation notée

Pas de faute d’asepsie

Chirurgie propre{ Ouverture d’un viscére creys a 10%

contaminée sans contamination significative

Chirurgie contaminée Viscére creux ouvert |diba 30%
inflammation+++

Chirurgie sale Pus + Perforation de viscere 30% 50

2-3-3- Les traitements diminuant la résistance aihfection :

Certains traitements aggravent I'état d'imaépression dans lesquelles se trouve une
catégorie donnée de patients. Ces traitementssiigresnt la radiothérapie, la chimiothérapie
et la corticothérapie

Ainsi, les infections nosocomiales induité&z les sujets neutropéniques (déficients en
polynucléaires neutrophiles), souvent a la sui@eal’chimiothérapie anti- leucémique sont

gravissimes. (Brun,1996)

2 -3-4- Les erreurs dans I'organisation des soins

Dans certains services, le risque infectiesk lié a la précarité des installations, au
manque ou a la mauvaise répartition du personnghaot conduisard I'encombrement des
box. Il peut étre également du a des fautes qoinibent du personnel médical, paramédical,

ou du personnel chargé de I'hygiéne des locauxdi€imgue :
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- 'antibiothérapie a I'aveugle : I'utilisatiothes antibiotiques a large spectre sélectionne les
bactéries multi résistantes aux antibiotiques mirtie I'effet barriere de la flore commensale.

- la désinfection insuffisante.

- la stérilisation de mauvaise qualité.

- Asepsie insuffisante (Brun,1996 ; [%]

2-4-Facteurs liées a I'environnement :

L'environnement hospitalier est largementtaonné par des microorganismes d’origine
humaine ou spécifiquement environnementaux, Lesromiganismes présents dans
'environnement hospitalier sont extrémement var{@actéries, levures, champignons
filamenteux, virus et parasites) et peuvent appartissi bien aux especes opportunistes qui
ne manifestent leur virulence que sur un organisimet les défenses immunitaires sont
affaiblies, qu’aux especes habituellement pathog@wur 'homme . Cette contamination
n'est le plus souvent que partielle et transit@i@jjar et al., 2000 ; CTIN, 2002).

3- Sources de germes a I'hopital (Réservoir) :

Elle est définie comme un maillon dans la wbale transmission vers le patient, c'est-a-
dire le lieu de contact entre le malade et le noayanisme qui donne naissance a la
dissémination d’infection @ un moment donné.

Les microorganismes responsables des infectiorecoosales ont un réservoir soit humains,

animal soit situé dans I'environnement hospitgdbgr

3-1- Réservoir humain:

-Les Mains du personnel soignant meédical et paramézhl : est un réservoir et véhicules de
germes de patient a patient : Infection croiséewnpamtée.

- Les Flores microbiennes des malades, des personnels soignants etslgsivs sert au :

- Transport d’'une bactérie multi-résistant (BMRJrun patient infecté ou colonisé, d'un
service a l'autre (dissémination)

- Transmission a un ou plusieurs patients, d’naetérie ou d’un virus, par un personnel

soignant malade ou porteur sain, exp : infectianl@ virus grippal.

3-2- Réservoir de I'environnement hospitalier :
- Le Matériel médico-chirurgical : de mauvaise stérilisation ou mal désinfection conipse

endoscopes, les instruments chirurgicaux, les cessps stériles, les champs opératoires.
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-Les médicaments et produits biologiques :

lIs peuvent étre une source de contaminstmmme les poches de sang, les produits
sanguins, les labiles et le sérum salé servant ensolvant lors des perfusions
médicamenteuses (Héparinothérapie par seringudriélex), les antiseptiques (Eosine
Aqueuse) et les collyres ophtalmologiques [6].

-L’air en milieu hospitalier :

L’air ambiant est chargé de germes véhicplrsdes gouttelettes salivaires, des squames
cutanées et des poussieres.
L’air contaminé peut occasionner des pneumopatimesocomiales telles que les

aspergilloses pulmonaires et lIégionelloses (comt@mar aérosols).

-L’eau stérile a I'hdpital :

L'eau est stérilisée grace a des systemdsamti des lampes UV ou des filtres
bactériologiques ou un défaut de stérilisation utpeccasionner des infections de
pneumopathie a pyocyanique exgerratia sp. ouLegionella pn .

L'eau dans I'hopital est utilisé en bloc opératpiea humidificateurs de respirateurs, dans
les nébuliseurs, I'eau des Barboteurs d’oxygémeéanimation, I'eau des incubateurs de

biberon et les liquides de dialyse [6].

-Les aliments consommés par les malades hospitasé

Il est important de veiller et a contréler la diéalet la température de conservation des
aliments. De plus, la préparation des plats doit &surée par un personnel dont I’hygiene est
importane a contrbler et qui doit faire I'objet d’'un dépigearégulier de germes (portage
nasal de&aphylocoque, portage intestinal des bactéries entéropathoggiriss parasites).

-Les locaux:

L’hygiene générale des locaux soit (mobilsal et murs) et literie (draps et couverture)
est primordiale afin d’éviter la colonisation diésres du malade¢peau, intestin) par des
bactéries multi résistantes qui vont secondairernanser des infections nosocomiales chez

ces patients.
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3-3-Réservoir animal :

Les animaux sauvages ou domestiques cogstitun réservoir des microorganismes
Les maladies qui affectent les animaux et peuverttansmettre aux humains sont appelés
zoonoses exp : la maladie de brucellose qui &fext vaches et peut transmettre a I'étre

humain et entraine des maladies infectieuses trigsgites entres les gents [7].
4- Modes de transmission :

On distingue plusieurs types d’infections nosocoesiaui relevent quatre grands modes de

transmissions qui peuvent prendre deux originasti dans la figure 1.

(Infection per-opératoire) ,In/fection endogéne

I\ >\/ \Qéﬁcit immunitair
= >

—

Nouveau paa

Patient hospitalisé \

r " -
Hétéro-Infection|| Lit=chaleur+humidité+Cco2| [ X€No-= InfeCtlonGe"”"”e'

P A ignan
7 Flores remaniées \59_?:5 s

/"— - - \
Transmission - /

Aéro-portéel5%
Figurel : Les différents modes de transmission désfections nosocomiales (Brun, 1996

Auto-Infection

Transmission
Manu-portée 85%

\ Visiteurs

4-1-1-L’infection d’origine endogene:
A- Auto-infections :

Le patient peut s'infecter avec ses propegmgs qui peuvent étre ceux de la peau, des
mugueuses et du tractus digestif, etc, et la dissdion des germes du patient dans son
environnement (comme par exemple le lit), le lit es excellent biotope pour le
développement des bactéries du fait de son mioratt 37°C, humidité et teneur élevée en
CQO par l'utilisation de traitement pouvant altéree(@eet al., 1996).

Cette auto-infection peut correspondre a 2 origines

Revue bibliographique Page 11



Chapitre] L’environnement hospitalier et généralité sur les IN

» Une infection endogéne
Le germe envahit I'organisme & partir de ¢aefldes cavités naturelles, a la suite d'un
déficit général de I'immunité (septicémie a germtestinal chez un sujet aplasique) ou sans

déficit immunitaire (infection urinaire

» Une infection per-opératoire:

A l'occasion d'un acte chirurgical (ouvertdhen viscere creux par exemple).
Les malades atteints d'une auto-infection constituae source importante de germes et sont
a l'origine d’'hétéro- infections [8].

4-1-2-L’infection d’origine exogéne:

A. -Hétéro -infections:

Elle est la conséquence d'une contaminatiam dnalade par le microorganisme
responsable des Iésions infectieuses a un auteglena
La contamination est presque toujours manu por¥@o8des cas ou le germe responsable
provient a partir du personnel soignant intervereupres de plusieurs patients et  plus
rarement aéroportée 15 % transmis par voie aérimmmeme celui de la tuberculose
(Mergoud,2004 ; [8]).

B- Xéno- infections :

Ce sont les infections consécutives a I'entiég nouveaux individus nouveaux dans le
biotope hospitalier : nouveaux patients, persanatlisiteurs (représentent eux- méme une
pathologie infectieuse), déclarée ou en coursuliaton.

Ce mode de transmission n'est cependant pas @eegdlar il peut étre dévastateur pour les
patients particulierement fragiles exp : gastreéetds ak. coli, Salmonella ou Rota virus

dans les services pédiatriques (Mergoud,2004 ;[8]).

C- Exo- infections :

Elles sont dues a des erreurs ou des inanffes techniques (dysfonctionnement) d’'un
matériel destiné a la protection des patients nguremplissant plus son office, les laisse en
contact avec des germes qui ne devraient en peinpap faire I'objet d'une infection :

Soit stérilisation ou ventilation inefficaces, pode cathéters sans asepsie rigoureuse.

Soit a des erreurs dans l'exécution des procédutes traitement de matériel
médicochirurgicale : Le bloc opératoire est un Belobaut risque car une atmosphére stérile ne
peut étre garantie (Mergoud, 2004 ;[8]).
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5-Surveillance et prévention contre les infectionsosocomiales :

5-1-Surveillance :

La surveillance des infections nosocomialtsuee activité essentielle car elle permet de
produire les informations épidémiologiques indisgabies pour :
» mesurer le niveau des risques infectieux danitainlissement de soins,
 définir la politique de prévention a mener pardemité de Lutte contre les Infections
Nosocomiales et I'équipe opérationnelle d'hyglewspitaliere,
* évaluer l'efficacité de cette politique de pré&i@m: les données issues de la surveillance
peuvent constituer un indicateur utilisable poursuamer l'impact d'un programme de
prévention (Allaouchiet al., 2000)

Pour étre efficace, un programme de surveill@lmepermettre de :

* détecter les tendances et les changements daggul@nce de survenue des cas,
» détecter les épidémies ou tout autre phénomeémesaa ou inhabituel,
e évaluer et améliorer les pratiques des professgisnhospitaliers (équipes médicales et
paramédicales).
« stimuler la recherche épidémiologique sur leseias de risque ainsi que sur les moyens de
contrdle et de prévention
 Enfin, un retour d'information rapide aux équipaeédicales et paramédicales concernées,
pour que soient mises en place les mesures dedtmetrde prévention adapté@ergogne
,1995 ; Auvrilet al., 1998).

5-2-Prévention :

L’hygiene hospitaliere est a la base de kEvention des infections nosocomiales. Elle
prend en compte I'ensemble des aspects cliniquiesoliologiques et épidémiologiques des
infections mais également ['organisation des soiles, maintenance des équipements
hospitaliers, la gestion de I'environnement epratection du personnel [9].

Les préventions des IN consistent :

-D’une part & poser un certain nombre de barriaresde but d’'empécher la transmission des
germes d'un patient a un autre, du personnel agnapot, du patient au personnel ou du
matériel au patient (ou soignant).

-D’autre part a traiter les malades infectés avecaatibiotique adéquat pour réduire le

réservoir et la source des microorganismes (&tal., 1997).
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Des agents pathogéenes tres divers peuvent éweigirie d’infections nosocomiales. Ces
agents infectieux varient selon les populationgpdeents et les types d’établissements de

santé, d’'un établissement a l'autre et d'un paijesudre.

1- Virus :

Ce sont des micro-organismes de petite taglgpouvant en principe étre observés qu'a
I'aide du microscope électronique, ils sont oblig@ment parasites de I'h6te qui les héberge
(animal, végétal ou homme) car ils ne Peuvent peodeiire qu’a l'intérieur d’'une cellule
vivante. Il n’existe pas d’intermédiaire entre lggies et virus.

La fréquence des infections virales nosoetesiest évaluée a 5% et est probablement
sous-estimée pour les raisons suivantes : Pas dstedes, souvent pas de signes d’appel et
symptomatologie retardée et souvent banale.

Il existe une possibilité de transmissionaomsniale pour de nombreux virus, notamment
ceux des hépatites B et C (transfusions, dialygections, endoscopie), le virus respiratoire
syncytial, les rota virus et les entérovirus (traiss par contact main bouché et par voie
fécaux-orale), d’autres virus comme le cytomégalmyile VIH, le virus Ebola, les virus
grippaux, les virus de I'herpes et le virus valeelona, sont également transmissibles.

Les principales voies de transmission dess\warliorigine d'infection nosocomiale sont :

les voies digestive, respiratoire, cutané muquetisexposition au sang a des liquides

biologiques ou a des tissus infectés (Bergogne)19@6ir figure 2)

\

visiteur patient personnel
r.éactwatm!l en cas patient p,
d’immunodépression

exposition au sang, liquides
biologiques, tissus infectés

transmission directe
digestive, respiratoire,
cutanéo-muqueuse

environnement : surfaces,
objets, matériel médical,
eau, aliments

Figure 2 : Schéma des différentes sources d’infections nosocaies virales
(Bergogne,1995).
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1 -1-Les formes des infections nosocomiales virales
Globalement, on peut distinguer 3 grandes formigdgetttions nosocomiales virales :
» Formes épidémiques
- a transmission féco-orale: comme le rota virgpoasable des diarrhées infantiles
- a transmission respiratoire: commeiles respiratoire syncytial (VRS) apanage des
services de pédiatrie entraine des atteintes ORLUlgtonaires chez I'enfant,
-Le virus de la grippe (chez les pares agées ou immunodéprimés).
» Formes latentes
- Par réactivation : Cytomégalovirus (CMV), Hergé@sples virus (HSV 1 et2)
-Varicelle zona virus (VZ) et Epstein Barr virusB¥)

» Formes chroniques HIV - Hépatites B et C particulierement contarges.

1 -2-Les types des virus :

Selon le mode se transmission on distingue :

» Les virus a transmission respiratoire
-Virus respiratoire syncytial (VRS) apanage deasises de pédiatrie.
-Virus de la grippe :
*Chez les personnes ageées.
*Immunodéprimeés. (Hadlt al.1981)

> Les virus impliqués dans les réactivations
-Cytomeégalovirus (CMV)
-Herpes simples virus (HSV 1 et 2)
-Varicelle zona virus (VZ)
-Epstein Barr virus (EBV)

» Les virus a transmission sanguine (principaux virus)
- Virus de 'immunodéficience humaine HIV
-Virus de I'hépatite B.
-Virus de I'hépatite C.
-Agents transmissibles non conventionnels (Pri¢msjuvet,1993)
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2-Parasites :

Ce sont des étres vivants qui vivent au dépend duire étre vivant supérieur, On
distingue:
-Les protozoaires: parasites unicellulaires a dimdment intracellulaire certains sont
flagellés, d’autres sont ciliés et d'autres émetdes pseudopodes.
-Les Métazoaires: parasites pluricellulaires, cat sdes organismes vivants complexes et
représentés chez 'hnomme par les Helminthes [10].
Les IN dues a ces étres vivants résultent dertiotion de différents facteurs:
*Présence d'une source de parasite.
*Présence d'un vecteur.
*Etat de moindre résistance du patient face adsgjon des parasites [11].
Cette infestation peut étre :
*Soit directe d'un étre parasité avec un étre sainpien, par voie orale en infestant des
formes de résistance et de dissémination: Kystesués d'helminthes.
*Soit indirecte par voie transcutanée, lorsquedmagite s'introduit a la suite d'une piqgQre d‘un
hoéte intermédiaire (Torrest al.,2011)

3- champignons :

Ce sont des étres inférieurs ayant une streigtius complexe, comportant des lipides, des
cholestérols et des modes de reproduction pluscpkets, Leur pouvoir pathogene est en
relation avec leur pénétration intra-tissulaire.

De nombreux champignons se multiplient sausné filamenteuses, provoquant des
destructions tissulaires et des réactions inflaroires.

Les infections fongiques sont un bon témainl'dvolution des risques infectieux en
milieu hospitalier, qu'il s'agisse des champignlensriformes, en particulier d€3andidg ou
desAspergillus Ces agents infectieux sont avant tout des comaensu des saprophytes de
notre environnement, a répartition ubiquitaire [11]

Les levures représentent 6, 2% des microrisgees en cause des IBandida albicans,
commensale des muqueuses, peut étre la causeédépien pédiatrie, comme il peut y avoir
également une surinfection exagérée de ce micromma au niveau des cathéters veineux,
ces infections sont surtout rencontrées dans lescitdé de I'immunité cellulaire
(Bergogne,1995).
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3- Prions :

Certains désordres neurologiques sont capaegles protéines infectieuses (prions).
L'agent infectieux en question semble étre dépodtanides nucléiques et étre entierement
Composé de protéines ; ce qui pose un problemesptuel majeur, étant donné que partout
ailleurs, I'ADN et I'ARN jouent exclusivement leleGransmetteur de l'information génétique
L'existence d'une protéine capable de convertir preéine "normale” en un prion est
actuellement I'nypothése la plus répandue et dtexdertaines observations qui la confirment.

Le prion, en pénétrant dans le cerveau deicdBne, adhérerait & la protéine parente
"normale”, ou pré-prion et la transformerait enopri Le processus s'accélérerait avec
'accumulation des prions, menant a la destruadioriissu cervical et irrémédiablement a la
mort (Torreset al, 2011).

Plusieurs maladies animales et humaines causéegpagents, une meilleure étude de cette

maladie est celle de la tremblante du mouton, ladrade la vache folle.

4- Bactéries :
Ce sont les plus courants des agents pathogememsables d’IN.

4 -1- Les bactéries commensales

Elles sont présentes dans la flore normale desssejebonne santé, elles jouent un réle
protecteur significatif en empéchant la colonisatfgar des micro-organismes pathogenes.
Certaines bactéries commensales peuvent provoquer iofection si les défenses
immunitaires de I'hGte sont affaiblies. Par exempds staphylocoques cutanées coagulase
négatif provoquent des infections sur cathéterwage et le€Escherichia colprésentes dans
I'intestin sont la cause la plus courante des tndes urinaires (Micheét al, 2005).

4 -2-Les bactéries pathogénes

Elles ont une virulence plus élevée et prowmy des infections (sporadiques ou
épidémiques) quel que soit I'état immunitaire d@te. Par exemple :
-Bacilles anaérobies a Gram positi{fpar exemple€lostridium) provoquent la gangrene.
-Bactéries a Gram positif: Staphylococcus aureibactérie cutanée qui colonise la peau et
le nez du personnel hospitalier et des patientsyggue une grande variété d’infections
pulmonaires, osseuses, cardiaques et sanguinessese fréquemment aux antibiotiques.

Lesstreptocoquebéta-hémolytiques sont également des agents patésgaportants.
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- Bactéries a Gram négatif: les entérobactésgpar exempleéEscherichia coli Klebsiellg
Proteus Enterobacteret Serratia marcescefjgeuvent coloniser certains sites lorsque les
défenses immunitaires de I'hdte sont affaibliese(siinsertion d’'un cathéter, d’'une canule,
sonde urinaire) et provoquer des infections grauef®ction du site opératoire, infection
pulmonaire, bactériémie, infection du péritoinelles peuvent également étre hautement
résistantes. Les micro-organismes a Gram négatifimee Pseudomonaspp, sont souvent
isolés dans I'eau et les milieux humides. lls pedwsloniser les voies digestives des patients
hospitalises (Michett al,2005).
-Plusieurs autres bactéries représentent un risggefiqguement hospitalier. Par exemple, les
diverses especes deegionella peuvent provoquer des pneumopathies par inhalation
d’aérosols impliquant de I'eau contaminée (Voirl¢al 3)

Tableau3 : Principaux microorganismes pathogenes sponsables d’infections

nosocomiales (Pecheret al., 1991)

Micro organisme Fréquence Sites habituels| réservoirs Voies de
Relative transmission
E. coli 19.2 % Appareil Tube digestifs | Mains cathéters

urinaire, sang | (malades et urinaire

personnels)

Staphylococcus.aureusl0.2 % Plaies Peau (maladesMains, air,

chirurgicales | et personnels)| cathéters,

peau, sang A
Entérocoques 9.5 % Urine, plaies Tube digestiff Mains, air,
Et autres chirurgicales | (malades cathéters,
Streptocoques Et personnels)| Urinaires
Pseudomonas. 9% Urine, brulures| Peau Mains, air,
aeruginosa Appareil mugueuses liquides

respiratoire,

sang
Proteus 7.7 % Urine, plaies | Tube digestiff Mains
Klebsiella 7.7 % Chirurgicales | (malades Liquides
Enterobacter 4.3 % Appareils Et personnels Contaminés
Serratia 2% respiratoires | objets)

sang
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4-3-Caractéristiques des bactéries nosocomiales
- Grande vitalité :
Bactéries saprophytepgeudomonas, Acinetobacter, Entérobactéries
Bactéries commensales des flores humaines et asng@htérobactéries, Staphylocoqglies
-Aptitudes nutritionnelles :
» Aptitude a utiliser divers substrats.
» Croissance possible sur divers milieux de culsdlectifs.
» Culture possible en milieu minimum.
» T° de croissance tres variable: 4°C a 45°C.

* Aérobies strictes ou facultatives.

-Aptitudes a I'adhérence par le biais de biofikar divers matériels médico-chirurgicaux :
c’est la colonisation bactérienne c'est-a-dire laltiplication de germes en l'absence de
réaction inflammatoire ou le passage de I'étapecalenisation a I'étape d’infection est

possible mais ses mécanismes sont mal connus.

-Aptitudes a développer des multi résistances atikiatiques :

Ce sont le plus souvent des résistances sexjuipar transferts d’ADN extra-
chromosomiques (plasmides, transposons..), desniséuas surtout enzymatiques.
Les principales BMR sont retrouvées parmi les esp8aivantes Pseudomonaaeruginosa
Staphylococcus aureusrésistant a la meéticilline Aginetobacter (surtout baumani),
Enterococcusles entérobactéries des groupdsbsiella Enterobacter Serratiék.E.S.) et
Proteus Providencia, Morganell@PM) (Brun ,1996).

-Aptitudes selon I'état du malade :

Chez les malades dont les défenses immustagont intactes, les streptocoques
(pneumocoque et entérocoquespaphylococcus aurewsont les micro-organismes les plus
fréguemment rencontréStaphylococcus aurewst le pathogéene typique des années 1950-60.
Il est responsable entre autre, des complicatiesgthies chirurgicales, des brdlures.

Chez les malades dont les défenses immunes saitili&$ on rencontre surtout des bacilles a
Gram négatif PseudomonasAcinetobacteret des entérobactériek: coli, K.E.S., P.P.M.),
mais aussi de plus en plus des staphylocoquesgallese négative.

Au cours des dernieres années, du fait de l'augient du nombre de patients
immunodéprimés, les champignonSafdida albicans, Aspergillus fumigajust certains

parasitesToxoplasma gondiiprennent une place grandissante.(Doefaal.,2002).
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La résistance résulte de l'aptitude de ceetifdbactéries a supporter l'attaque de
médicaments antimicrobiens tels que les antibieBq(ATB), de sorte que les traitements
classiques deviennent inefficaces et que les iofestpersistent et accroissent le risque de
propagation.

La problématique de la résistance bactéri@uxeantibiotiques en médecine est rattachée
a deux causes :

- Une variation génétique impressionnante des hast@ui pourrait rendre les bactéries
résistantes a n'importe quel anti-infectieux.

-Une dissémination de souches bactériennes résstaauvent multi résistantes (Frézal.,
2008 ;Paukt al ,1997).

1. Définition :

Une souche bactérienne est considérée nétgistaun antibiotique donné, lorsqu'elle est
capable de croitre en présence de cet antibiotiguee concentration significativement plus
élevée que celle normalement active sur les sowsdresbles de cette espéce.

Des especes bactériennes ou certaines sodthes méme espéce bactérienne peuvent
étre résistantes a l'action d'un ou de plusieurB. AR résistance bactérienne résulte toujours
de l'incapacité de I'ATB a agir sur sa cible, dii fle la réaction des bactéries vis a vis de
I'ATB, exprimé par divers mécanism@ousseboua, 2005).

Dans le domaine médical, une souche bacté&ient considérée résistante si le traitement
ATB appliqué ne peut permettre d'atteindre unecentration sanguine de I’ATB au moins
égale a sa concentration minimale inhibitrice (CiDebadza, 2015).

2. Types de résistance :

Les résistances bactériennes aux antibiotiquesepe étre naturelles ou acquises.

2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle, appelée aussita@gis intrinseque est un caractere présent chez
toutes les souches appartenant a la méme espdeeedtl programmeée sur le génome
bactérien, donc fixe et constante a l'intérieutadkon et transmise a la descendance.
A ce titre, elle constitue un critéere d'identificait des bactéries et détermine le phénotype
«Sauvage » des bactér{&oublet, 2004).
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2.2. Résistance acquise

Le terme de résistance acquise est utilsé& pésigner des processus permettant a des
bactéries appartenant a une espéece originellensgisibde de devenir résistantes a un ou
plusieurs antibiotiques. Les résistances acqumasdaies a des modifications génétiques,
consistant en des mutations sur des géenes dégngséhez la bactérie ou en I'acquisition de
nouveaux genes de résistance par transfert hoaiz¢génes transférés d’'un autre micro-

organisme)Leclercet al., 1995).

2-2-1- Résistances par mutation chromosomique

La résistance par mutation est peu répaedudinique (moins de 20% des résistances
acquises). Ce type de résistance est observé, antres, chez les mycobactéries. Les
résistances mutationnelles sont:
*spontanees: elles préexistent a l'utilisation'aetibiotique.
*stables: elles se transmettent verticalement tao®ne bactérien.
*spécifiques: elles n'intéressent qu'un antibiatigu qu'une seule famille d'antibiotiques.
*rares: le taux de mutation se situe habituelleneatrte 10’ et 108 (Leclercet al. 1995).

2-2-2-Résistances extra-chromosomiques

Les résistances extra-chromosomiques s@uuéntes (plus de 80% des résistances
acquises) et contagieuses. Les supports de cetaréess peuvent étre des plasmides qualifiés
plasmides de résistance (p.R) ou des transposgussgyar conjugaison ou plus rarement par
transduction. Ces résistances se transmettenontéaizment entre bactéries cohabitant méme
d'espéces différentes (Leclestcal., 1995; Bathily, 2002). Du fait que les plasmidesddent
le plus souvent pour plusieurs résistances awdiatijues, appartenant a des familles
différentes, leur acquisition confere une résistanwiltiple qui pose de grands problémes
dans l'utilisation thérapeutique des antibiotig{B®susseboua, 2005).

2-2-3-Résistance croisée :

La résistance croisée est un phénomeneegael une bactérie qui a développé une
résistance a I'un des antibiotiques d’'une classeedeaussi résistante aux autres membres de
la méme classe. Cela méme si elle n'a jamais é®se&e a ces molécules. C'est cette
résistance croisée qui permet aux R-lactamasegsdrespetendu (BLSE) présentes chez les
bactéries a Gram négatifs d’avoir une résistané&esidue (3-lactamines et céphalosporines)

a tel point qu’elles deviennent un véritable ergatsanté humaine (Julie, 2014).
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2-2-4- Co-résistance
Plusieurs mécanismes de résistance sontiassbez la méme bactérie, parfois stabilisés
par intégration dans le chromosome. Chacun desms@gas confere par résistance croisee la

résistance a un groupe d'antibiotique conférard &dctérie un large spectre de résistance.
(Stéphanie, 2009).

3- Mécanismes de Résistance :

Il existe quatre principaux mécanismes de resistales bactéries présentes dans la figure
3 et 4 et le tableau 4.

Tableau 4 : Mécanisme de résistance [12]

Mécanisme de résistance Conséquences

Inhibition enzymatique Production d'une enzyme dqoactive ou
détruit 'antibiotique

Mécanisme de résistance le plus répandu

Réduction de la perméabilité cellulaire Changemeigtsperméabilité de la paroi ou
de la membrane bactérienne empéchant le

médicament d’atteindre sa cible

Altération des sites de liaison ciblés p&aisse de l'affinité de I'antibiotique pour son

I'antibiotique site d’action

Pompes a efflux Antibiotique éjecté de la cellusr pransport

actif et site d’action devenant inaccessible

4- Facteurs contribuant a la résistance

L’émergence et la propagation de la résst aux antibiotique sont le résultat d’'une
pression sélective exercée par les agents antioigre et de la transmission des
microorganismes résistar(8imonseret al., 2004)

Les principaux facteurs contribuant a I'émergenteaea propagation de la résistance

bactérienne sont présentés dans le tableau 5.
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Mécanisme de résistance par
sécrétion enzymatique

+ Sécrétion par | la bactérie
d'une en
Be?o- ctamase

ti nfl‘ Inactivent l'antibiotique
&% -Pénicillinase des
B-Lactarrre aphylocoqu“

-Béta-lactamase &
spectre éfendu (BLSE):
.Entérobactéries.
Pzeudomonas aeruginosa
(PARC)

Résistance par imperméabilité

+ Modification ou
Ry diminution quantitative

m des porines

Exp - Paeruginosa
résistant & l'imipénéme

Résistance par modification de
la cible

* Modification des
protéines liant les
pénicillines ( PLP )

-St {

résistant & la méticilline

(oxacilline) : SARM
-Encumocogues

réziztantz & la pénicilline

Résistance par refoulement de
I'antibiotique par des pompes
o + Mécanisme d'efflux

Isi
I'antibioti run
transport actif

Exp - Staphylocoques
résistants aux
tétracyclines.

Figure3 : Mécanisme de résistance (Donlanrrat al., 2000).

Figure 4 : Les différents mécanismes de résistance bactériemaux antibiotiques
(Gerard et al., 2011).
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Tableau 5: Facteurs contribuant a la résistance auantibiotiques
(Murthy, 2011 ; Rybak, 2004)

Facteurs Exemples (liste exhaustive

Emergence de la résistance -Usage abusif d’antibiotique.
-Gravité accrue de I'état des malades hospitalisés.
-Manque de fidélité au traitement.

-Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique.
-Diagnostic non confirmé d’infection bactérienne.
-Utilisation inadéquate d’antibiotique dans les gay

en voie de développement.

Propagation des souches résistantes -Mesures ditgygiadéquate dans les hdpitaux

-Non- respect des directives de lutte contre |les
infections.

-Promiscuité des patients hospitalisés.
-Réduction du personnel infirmier et de soutien
-Déplacement accrus des patients (transferty§ de
patients colonisés ou infectés entre hopitaux bewmj
communautaire).

-Voyages internationaux.

Utilisation d’antibiotiques dans le sectewAnimaux destinés a la consommation.

agro-alimentaire -Agriculture et aquaculture.
Utilisation d’antiseptiques de-Agents antibactériens dans les produits d’entnetie
désinfectants ménager, le dentifrice, les pastilles contre le d&|

gorge, les savons, etc

5-Principaux bactéries multi résistantes:

Les bactéries sont dites multi résistant@VIR) aux antibiotigues du fait de
L'accumulation de résistances acquises a plusfamtiles d'antibiotiques, elles ne sont plus
sensibles qu'a un petit nombre d'antibiotiquessables en thérapeutique. La multi résistance
est une étape vers l'impasse thérapeutique. EromRaie leur fréquence élevée, de leur
potentiel pathogéne, de leur caractere commensaxgpose au risque de diffusion hors de
I'hbpital, de leur caractere clonal ou du caractsément transférable des mécanismes de

résistance impliqués [3], les principaux BMR quitfiobjet du programme national :
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5-1-Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) :

Staphylococcus aureus est I'une des principales espéces responsablgections d’IN, il
représente de 5% a 10% des bactéries isolés , wrlesbactéries commune présente sur la
peau et les membranes mugueuse chez 20 a 30 % mespes en bonne santé , elle peuvent
parfois provoquer des infections chez I'homme, gdleénent localisées au niveau de la peau
ou de plaies .

Par ailleurs certaines souches de cette fdactint développé une résistance aux
antibiotiqgues R-lactamines, qui comprennent lesicgmes qui sont utilisés pour le
traitement de nombreuses infections. Ces souchets aapeléesSaphylococcus aureus
résistant a la méticilline (SARM)

Les SARM sont principalement incriminés dhassinfections cutanées, du site opératoire
30% des voies urinaires et respiratoire 20% ebdesériémies 10%.

Le réservoir des SARM est essentiellement humaiprésenté par les malades colonisés ou
infectés , leur résistance vis-a —vis de ces @igjues se manifeste sous les mécanismes de :
- Hyperproduction de 3-lactamases .

-Production d’'une méticillinase capable d’hydraey la méticillingVincent, 2000).

5-2-Entérobactéries productrices de R-lactamase peactre élargi (BLSE) :

Les entérobactéries peuvent résister aux tBraces (Les R-lactamines représentent la
principale famille d’antibiotiques) par productictles [-lactamases, des enzymes qui
catalysent de maniere efficace et irréversibledioyyse de la liaison amide du cycle [3-
lactame des [(-lactamines, en donnant un produit mprd totalement son activité
antimicrobiennédMatagneset al., 1998).

Les principaux mécanismes de résistanceactdétchez les entérobactéries sont:

* Résistance aux 3-lactamines par inactivation evaigue par les 3-lactamases;
*Résistance aux fluoroquinolones par modificatienalcible.[13]
* Résistance aux aminosides par inactivation entigma(Fauchere, 1997).

Les 3-lactamases a spectre élargi (BLSE)titoest un groupe d'enzymes qui ont la
propriété commune de conférer la résistance auixipigres, aux céphalosporine de premiére,
deuxieme et troisieme générations (C1G, C2G et CaG)aztréonam (mais non aux
céphamycines et carbapenémes) par hydrolyse dantiésotiques, et qui sont inhibées par
les inhibiteurs des R-lactamases tel 'acide ckEviglue(Bushet al., 1995).
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5-3-Entérobactéries productrices de céphalosporinas (EBCASE).

Les céphalosporinases étaient connues catesienzymes chromosomiques retrouvees
chez lePseudomonas aeruginosa et pouvaient étre induites pafes antibiotiques, comme la
céfoxitine, la céfotaxime efa céftazidime. L’hyperproduction de ces enzynest
associée a une diminution du nombre de porinesldansmbrane externe des bactéries.

La transmission plasmidique et la promigcdans la famille des entérobacteries
entrainent des taux trés élevés de céphalosgesnzhez lek.coli , Kl. pneumoniae mais
aussi chez les souchedgdterobacter et deCitrobacter.

L’expression de cette céphalosporinase estlién par le géne Amp-C, plus de 20 [3-
lactamases de type Amp-C différentes ont étéoueies. Ceci entraine une résistance de
haut niveau aux R-lactamines. Seul la sensikalith céfépime et aux carbapénemes est
maintenue .Cette résistance est représentée ctiames espéces en particulidmnter obacer
cloacae, E. aerogenes, Serratia marcescens et Citrobacter frendii.

5-4- Résistance des entérobactéries aux fluoroquilbmes Q)
Les mécanismes de résistance aux FQ sontoetyjges :
-altération de la cible aux FQ.
-efflux avec diminution de la concentration imgHulaire de I'antibiotique est I'expression

d’'une protéine acR par mutation du géne qui ergregt effet[13]

5-5- Acinetobacter baumanii résistant a la ceftazidime et / ou I'imipineme (AR) :
Acinetobacter baumanii représente 90 a 95% ddégieitobacter isolés en pathologie
humaine, il représente de 2 a 4 % des bactérippmeables des IN, les ABR jouent un role
croissant dans certain secteurs hospitaliers es@avent a 'origine des bouffés épidémiques.
Elle acquit des caractéristiques de réasigts aux ATB, elle produit I'enzyme R3-
lactamase a spectre élargi le rend résistantet@stées 3-lactamines (Gerard, 2011).

Les malades colonisés et/ou infectés constitlentréservoirs de ce germe, les sites
habituels de fixation sont la peau, les voies raspires et digestives ; leur diffusion se fait
par I'environnement (air, support solide ...) .Langmission est directe de patient & un autre
ou indirecte a partir de support inerte et esskrient manu portée par le personnel.
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5-6-Entérocoques résistant a la vancomycine (ERV) :

Les Entérocoques représentent 5 a 8% deérlesctesponsables des IN, le plus souvent
de I'especeenteroccocus .faecium . La sélection de ce germe en milieu hospitalieo@me
facteur de risque les traitements antibiotiques particulier par glycopepetides , mais
I'acquisition est aussi possible par la transmissimisée (Gerard, 2011).

5-7-Pseudomonas auruginosa résistant a la ceftazidime et / ou I'imipineme (PRC) :

Les Pseudomonas notamment I'especeaeruginosa est responsable d’infection
nosocomiale résistant aux R-lactamines (tétracycliceftazidime ou l'imipineme )qui lui
rend une souche trés pathogéne , ont tendanciedatss résistantes aux aminosides et aux
fluoroquinolones (Gerard, 2011).
5-8-Bactéries productrices de carbapénémases

Des isolats dd’seudomonas aeruginosa et d’Acinetobacter baumanii producteurs de
carbapénémases peuvent étre a l'origine d’infestinosocomiales graves difficiles a
traiter (Gerard, 2011).
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Matériel et méthodes

1-Objectif de I'étude:

Ce travail qui était réalisée dans I'environnemeodpitalier et sur des patients hospitalisés
au niveau de 03 services de I'hopital IBN ZOHR, ELIMA avait pour but d'isoler et
d’identifier les germes bactériens résistants aokbiotiques responsables d’infections

nosocomiales. Le protocole de travail suivi egéspnté dans la figurel.

2-Prélevement et enrichissement
Les sites ont été choisis dans le but de couwuis plu moins I'ensemble de I'environnement
du malade au sein des services : pneumo-phtismlaljinfectiologie et d’hémodialyse, les

prélevements réalisés sont:

2-1- Urine :

Le recueil d'urine se fait par voie naturelle adi technique dite « milieu de jet » et selon
des regles strictes qui conditionnent la qualitéélede cytobactériologique des urines ECBU
(Wilson, 2004).

2-2-Pus :

La plupart des prélevements de pus se font soiégauvillonnage a partir des sites infectés
des malades hospitalisées, soit par des ponctimtsseringue stériles apres désinfection du
site de la plaie dans des conditions d’asepsiaur@se, leur enrichissement se fait dans du
bouillon nutritif BHIB ou BGT et incubés a 37°c mkamt 24 heures

2-3- Surface séeche

Les écouvillons stériles utilisées pour prélever raueau des surfaces séches ont été
humidifiées dans du bouillon nutritif BGT ou BHKE incubés a 37°c pendant 24heures
avant la réalisation du prélevement par frottena@nbeau matin avant le nettoyage quotidien

sur les sites intéressants : lit, table maladaptaible, poignet de porte et robin et d’eau.

2-4 — Air (atmospheére hospitalier) :
Une boite de gélose nutritive (GN) est exposée eyEendant une nuit (24h) a I'atmospheére

aérienne de chaque service a une hauteur supangumetre.
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Matériel et méthodes

Surface seche

Urine

Prélevement et
enrichissement

Isolement

Pus

Incubation a 37°c pendant 18 a 24heurs

Lecture primaire a I'ceil nue
(Lecture macroscopique)

Coloration de Gram
(Lecture microscopique)

Galerie biochimique

Antibiogramme

Figurel: Le protocole suivi pour I'étude bactériolgique des différents préléevements.
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3- Isolement :

Apres avoir recus les différents prélevements, effectué I'isolement sur différents milieu

en fonction du type de prélévement.

3-1- Urine :

L’isolement des germes contenus dans les urinestsessentiellement sur les milieux :
- Gélose Nutritive (GN), par ensemencement ensstrie

- Gélose Mac conkey (MC), par ensemencement enrauisd

L’incubation de ces milieux se fait dans I'étuv@7ac pendant 18 a 24h.

3-2- Pus:

L’isolement de pus se fait sur :

-Gélose Mac conkey (MC).

-Gélose Chapman (CHAP).

-Gélose au sang frais (GSF).

-Gélose au sang cuit(GSC).

L’ensemencement sur ces milieux gélosé se fait lpaméthode des quadrants et leur

incubation dans I'étuve a 37°c pendant 18 a 24h.

3-3- Surface seche :

Apres avoir fait les prélevements des surfacesesedls écouvillons sont incubés a 37°c
avant de faire leur ensemencement sur :

-Gélose nutritif (GN).

-Gélose mac conkey (MC).

-Gélose Chapman (CHAP).

L’ensemencement se fait par la méthode des quadeaiidur incubation a 37°C pendant 18 a
24h.

3-4- Air :

La boite de GN qui a été ouverte pendant une nligt@osphere est incubée directement a
I'étuve a 37°C pendant 18 a 24h.
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4-ldentification :

4-1-Identification macroscopique :
Apres la culture bactérienne des germes, la legitneaire est basée sur I'observation directe
a I'eeil nue des colonies : forme, couleur et odplmpermettra d’orienter plus ou moins notre

étude d’identification profonde vis-a-vis les geg@udier théoriquement.

4-2- ldentification microscopique :
L’étude microscopique a pour but de voir I'aspees$ dolonies au microscope optique. Il est
important de noter qu'une étape de ré isolemenfait&t apres la culture et avant I'étude

microscopique afin d’obtenir des souches pureditiaai leur étude par la suite.

4 -2- 1- Examen direct a I'état frais :
Cet examen concerne I'observation au microscopgumpta I'objectif x40 :
- La cytologie des urines avant la culture: matine goutte d’urine entre lame et lamelle.

-L’état frais des colonies apres la culture baetére de n'importe quel prélevement.

4-2-2- Examen direct aprés coloration :
Cet examen consiste a préparer un frottis sur latas, prélevements recus (pus) ou des
colonies apres la culture bactérienne et le coletdiobserver au microscope optique a

I'objectif x100, il ya deux types de colorations :
La coloration de Gram et la coloration au bleu aghyléne.

Préparation d’un frottis :
= Déposer une goutte d’eau stérile sur une lame eropr
» Faire étaler avec une anse de platine ou une ipatiteur une goutte de prélevement
(pus) ou une colonie bactérienne sur la goutteudtsafacon circulaire.
= Reéaliser le frottis par un doux étalement.
= Sécher et fixer le frottis devant un bec bunsen.

» La méthode de chaque examen et leur but sont péssaans le tableaul.
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Tableau 1 : Les méthodes d’examen microscopique leurs buts (Delaras,2008).

Type d’examen

Méthode de I'examen

But de I'examen

Examen direct a

I'état frais

*Déposer une goutte d’eau distillée stérile
une lame propre.

*Prélever une fraction de colonie (ou u
goutte de bouillon nutritif).

*Faire une petite suspension sur la lame.
*Mettre lamelle sur la lamelle.

*Lecture au pscope optique x40.

-Soit une goutte d’urine entre lame et lame

stPermet d’identifier la forme, |
mobilité et le mode de groupement ¢

nigactéries.

lePermet de voir la cytologie des urin

les

Examen direct au

bleu de méthyléne

* Coloration du frottis au bleu de méthyle
pendant une minute.

*Laver la lame avec I'eau de robinet.
*Laisser sécher pendant un certain temps
séché le entre 02papiers buvard.

*L’observation au pscope optique a I'objeg

ndPermet d’identifier I'analysé

cytologique des prélevements des
leur culture €

avant prenant

oonsidération :

tfiorme et leur mode de groupement.

A1%

DUS

2N

*la présence ou non des germes, leur

Examen direct a la

coloration de Gram

x100 a I'aide d’huile a immersion. *Présence des leucocytes :
polynucléaire-Lymphocyte ou
monocyte.

Recouvrir le frottis avec le violet de gentiagn#Permet d’identifier 02 types de

pendant une minute.

*Rincer avec I'eau de robinet
*Recouvrir la lame ave du lugole pendant {
minute.

*Rincer a I'eau de robinet.
*Verser lalcool sur le frottis jusqu’
I’élimination du couleur.

*Rincer a I'eau de robinet.

*Ajouter la Fuschine pendant une minute
*Rincer a I'eau de robinet

*Laisser sécher la lame

*Observer au pscope optique a l'objectif

x 100 a l'aide d’huile a immersion de cédre

germes :
Gram positif de couleur violet foncé.
Ili&ram négatif de couleur rose.
*Permet d’identifier la morphologi
des germes :
nCocci - Bacille - Coccobacille

et leur mode de groupement

D
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4-3- Identification biochimique :

4-3-1-Caractéres biochimiques des entérobactéries

A-Galerie classique biochimique :

Tableau 2 : Composition de la galerie biochimiquelassique

Milieu Caracteres recherchés Mode d’ensemencement Résultat attendu
Citrate de - Le citrate est utilisé comme -L’ensemencement se fait sur la Virage de I'indicateur
Simmons seul source de carbone | pente avec une strie longitudinale de ph au couleur bleu

-Incubation a 37°c pendant 24h|a
I'étuve.
Tri-sugar-iron. : -Production du gaz -L’ensemencement sur la surfa¢e-Virage de couleur vers
TSI -ProductionHS de la pente par des stries serrées le jaune.
-Utilisation des sucres | puis par piqure centrale du culot. -Formation des taches
*Glucose -Incubation & 37°c pendant 24hja noires.
*Saccharose I'étuve. -Observation d’espace
*Lactose vide dans le milieu.
Clark et lubs -Production de Il'acétone Réaliser une suspension
-Mise en évidence de la voig (milieu liquide).
des fermentations des acides Incubation a 37°c pdt 24h
mixtes par le test RM. Test VP (Voges Proskauer) Test VP :
*Ajouter 10gouttes de VP1 (alpha * VP +: Rouge
naphtol) + 10 gouttes de VP *VP _ 1 Jaune
2(Soude concentré ou potasse).
-Laisser la réaction 10 minutes),
puis la lecture.
Test RM (rouge de méthyléne
*Ajouter 2 a 3goutte de rouge de Test RM :
méthyle. *RM + : Rouge
-La lecture est immédiate. *RM _: Jaune
Urée indole -Formation d’indole -Réaliser une suspension *Test urée :
-L’activité uréase. (milieu liquide) Apparition de couleur
-Incubation a 37°c pdt 24h rose
-Test indole : ajouter quelque *Test indole:
goutte de réactif Kovacs. Apparition d’un anneau
rouge a la surface.
Mannitol -Mobilité. -L’ensemencement par piqure| Mobilité : Les bactérieg
mobilité -Mannitol. centrale.

Incubation a37°c pendant 24h

mobiles peuvent

déplacer dans la gélose
molle

Caractere mannitol :

milieu de couleur jaune
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B- La galerie biochimique APl 20 E :
* Principe :

L’API 20 E est un systeme standardisé pour I'ideraiion des enterobacteriaceaeautres
bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprerdmést biochimique miniaturisés.

Elle comporte 20 micros tubes contenant des substéshydratés.

Les micros tubes sont inoculés avec une suspebsictiérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d’incubasentraduisent par des virages colorés
spontanés ou revélés par I'addition de réactifsy(&ual., 1998 ; BioMerieux SA).

La lecture de ces réactions se fait a I'aide dietabde lecture et I'identification est obtenue

a l'aide du catalogue analytique ou d’un logicigédientification.

* Mode opératoire :
Test oxydase :
Le test oxydase doit étre réalisé selon les instnug du fabricant, il constitue le 21éme test
d’identification a noter sur la fiche de résultat.

L'oxydase ou Cytochrome oxydase est une enzymeept&sdans certaines chaines
respiratoire cytochromiques bactériennes.

La recherche de cette enzyme est utile dans leagpdles colonies des Neisseriaceae et dans
le diagnostic des bacilles a Gram négatif (Deld2868).

Pour les entérobactéries le test oxydase est fiegati

Préparation de la galerie :
-Réunir fond et couvercle d’'une boite d’incubatetnrépartir environ 5ml d’eau distillée ou
déminéralisée dans les alvéoles pour créer unesatmoe humide.
-Réaliser une suspension bactérienne a l'aide dhipette pasteur dans une ampoule d’API
Na Cl 0.85% ou une ampoule d’API suspension (smljtiliser un tube contenant 5ml d’eau
physiologique stérile ou d’eau distillée stérile.

» Introduire la suspension bactérienne dans les tébés galerie.

> Pour les tests : CIT- VP- GEL, remplir le tubeatupule.

> Pour les autres tests remplir uniquement les t(imms les cupules).

» Pour les tests : ADH- LDC- ODC -H2S -URE, créer amaérobiose en remplissant

leur cupule avec I'huile de paraffine.
> Refermer la boite d’incubation et incuber a 37°ndant 18-24 h ( Bio Merieux SA).

Partie pratique Page 34



Matériel et méthodes

» Lecture et interprétation :
-Noter sur la fiche de lecture toute les résslsggontanés, puis révéler les tests nécessitant
I'addition de réactifs.

> Test TDA : ajouter 01 goutte de réactif TDA. Laetimmédiate.

» Test VP : ajouter O1goutte de VP1 et VP2. Atteridhean.

» Test IND: ajouter 0lgoutte de réactif James.
-L’identification est obtenue a profil numériquer $a fiche de résultat, les tests sont séparés
par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 afitji®e pou chacun, en additionnant a
l'intérieur de chaque groupe de la galerie leswaleorrespondant a des réactions positives,
on obtient 7chiffres qui constituent le profil numnog@e.
-L’interprétation se fait a partir de la base damkes :
*A l'aide du catalogue analytique : Rechercherrefipnumeérique dans la liste des profils.
*A l'aide du logiciel d’identification api web™ idure2) : Entrer manuellement au clavier le

profil numérique a 7chiffres (BioMerieux SA).

4-3-2-Caracteres biochimiques deBseudomonas:

A-Test Oxydase:

Le test oxydase doit étre réalisé selon les instmug du fabricant, soit des disques préts a
'emploi du commerce ou liquide appliquée sur papievard(Corvaglia, 2006).

Pour lespseudomonas le test oxydase est positif traduit par coloratieu foncé.

B-Milieux sélectif desPseudomonas:
L’ensemencement sur les milieux spécifique de Kiagmet la différenciation des différents
espéeces dBseudomonas par la mise en évidence des pigments spécifidlibeu King A et
milieu King B : des tubes gélosés solide prés a I'emploi serdiffear leur composition
(Guillaume, 2004).

* Principe :
-Avec ance de platine stérile ou pipette pastetengre quelque colonie de notre culture
suspecte dBseudomonas et réaliser des stries sur la surface des deurumili
King A : La présence d’ion inorganique sur ce milieu fesela production de pyocyanine
qui un caractere spécifique Bseudomonas aer uginosa.
King B : leur teneur élevée en phosphate permet la ptiodiude pyoverdingOuld Brahim
Elkory, 1998).

-Incubation a 37°C pendant 18 a 24h
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-L’'apparition d’'une couleur sur le milieu peut diier sur la pente traduit la présence des
pigments diffusibles :
*King A : Couleur Bleu (présence de pyocyanine).

*King B : couleur jaune- vert fluorescent sous UV (présaie pyoverdine).

C- La galerie API 20 NE :

* Principe :
L’API 20 NE est un systeme standardisé pour I'ide@tion des bacilles a Gram négatif non
entérobactéries et non fastidieux (eRseudomonas, Acinetobacter...), combinant 8tests
conventionnels, 12tests d’assimilation et une lol@sdonnées.
Elle comporte 20 micros tubes contenant des substéshydratés.
*Les tests conventionnels sont inoculés avec uspension bactérienne saline (du NO3 a
PNPG).
*Les tests d’assimilation sont inoculés avec unignilminimum (du GLU a PAC) (Gugt
al.,1998 ; Bio Merieux SA).

* Mode opératoire:
-Réunir fond et couvercle d’'une boite d’incubatetnrépartir environ 5ml d’eau distillée ou
déminéralisée dans les alvéoles pour créer unesatmoe humide.
-Réaliser une suspension bactérienne avec une d&ngiddPl Na Cl 0 .85 % Medium (2ml)
ou utiliser un tube contenant 2ml de solution reaé 0.85 % sans additif.
-Remplir les tubes des tests : N®OPNPG avec la suspension précédente en utiligaeite
pasteur en évitant la formation des bulles d’air.
-Ouvrir une ampoule d’APIAUX Medium et y transférenviron 200ul de la suspension
précédente. Homogénéiser avec la pipette pasteur.
-Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC.
-Remplir d’huile de paraffine les cupules des ttess : GLU- ADH- URE.
-Refermer la boite et incuber a 29°c £2°c penddht2Bio Mérieux SA).

* Lecture et interprétation :
Noter sur la fiche de résultat toutes les réactgpmtanées : GLU-ADH -URE -ESC- GEL -
PNPG.
La révélation des 02tests Nét TRP doit se faire a I'abri d’une contaminatjar I'air.

» Test NQ : ajouter 1goutte NIT1 et NIT2

» Test TRP : ajouter 01 goutte de James (le rouggueda réaction positive
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-L’identification est obtenue a profil numériquer $a fiche de résultat, les tests sont séparés
par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 afitji®e pou chacun, en additionnant a
l'intérieur de chaque groupe de la galerie leswaleorrespondant a des réactions positives,
on obtient 7chiffres qui constituent le profil numnage.

-L’identification se fait a partir de la base dmdées :
*A l'aide du catalogue analytique : Rechercherrefipnumérique dans la liste des profils.
*A l'aide du logiciel d’identification apiweb™ : iirer manuellement au clavier le profil

numérique a 7chiffres (Bio Merieux SA).
4-3-3- Caracteres biochimique des Staphylocoque

A-Test catalase :
L’obtention d’'une culture de coccis Gram positius permettra de faire le test catalase pour
différencier lesstaphyl ocogues desStreptocoques.

La catalase est une enzyme présente chez la pligsmhactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose I'eau ax§gdormée, en eau et en oxygene qui se
dégage. (Delaras, 2008)
* Principe :

-Mettre une goutte d’eau oxygenégld sur une lame propre et séche.
-Prendre une colonie bien isole avec pipette pastda mettre sur la goutte 8.
-La lecture est immédiate a I'ceil nue :

*Catalase+ : formation des bulles indique latéae posséde I'enzyme de catalase.

*Catalase- : aucune bulle est formé indiquelgu®actérie n’'ont pas I'enzyme de catalase.

B- Test Mannitol :
La fermentation du mannitol par les Staphylocogquathogénes se traduit par un virage de

couleur du milieu Chapman vers le jaune aprésifewbation a 37°C pendant 18-24h.

C- Test Coagulase :

Ce test permet de différencier entre Eaphyloococcus aureus et les autres genres des
Staphylocoques.

Principe :

-Introduire 10 gouttes de plasma de lapin dansiba & hémolyse stérile.

-Faire une suspension avec les bactérieStaighylocoque a partir d'une culture pure d’un
milieu gélosé ou bouillon nutritif.

-Incubation a 37°C pendant 2h jusqu'a 18h.
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-L’observation dune masse coagulé occupe plusaie quart du volume de tube indique la

réaction est (+)et leur absence indique que lawaag est négative (Carbonnelle, 1987).

Tableau 03 : Caractéristiques des souches de Staphgoque les plus fréquemment

isolées (Carbonnelle, 1987)

Staphylocoque | Aureus Epidermidis saprophyticus intermedius
Catalase + + + +
Mannitol + _ _ _
Coagulase + _ _ _

D- La galerie biochimique API Staph:

* Principe :
L’Api Staph est un systéme standardisé pour l'ifieation des genres3aphylococcus,
Micrococcus etKocuria, comprenant des tests biochimiques miniaturisés gu’'une base de
données.
La galerie APl Staph comporte 20 micros tubes cwmt des substrats déshydratés, les
micro- tubes sont inoculés avec une suspensioiiaahe.
Les réactions produites pendant I'incubation sduiseent par des virages colorés spontanées
ou révélés par I'addition de réactif (Getyal.,1998 ; Bio Merieux SA).

e Mode opératoire :
-Réunir fond et couvercle d’'une boite d’incubatemnrépartir environ 5ml d’eau distillée ou

déminéralisée dans les alvéoles pour créer unesatmoe humide.

-Réaliser une suspension de 0.5 Mc Farland desiieslalans une ampoule d’API Staph
Medium.
-Remplir a I'aide d’'une pipette pasteur les tubesadgalerie avec la suspension précédente.
-Créer une anaérobiose pour tests ADH et UREE &plissant leur cupule d’huile de
paraffine.

-Renfermer la boite et I'incuber a37°C pendant (BihMerieux SA).

» Lecture et interprétation :
Lire les réactions conformément au tableau de lectin ajoutant l1goutte de chacun des

réactifs suivant :
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» Test VP : VP1 et VP2 (10minutes), le rose franchevimlet indique une réaction
positive, mais le rose pale (clair) indique unectiéa négative.

» Test NIT : NIT1 et NIT2 (10minutes), le rouge indejune réaction positive.

» Test PAL: ZYM A et ZYM B (10minutes), le violetdiue une réaction positive.

-L’identification est obtenue a profil numériquer $a fiche de résultat, les tests sont séparés
par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 afijuée pour chacun, en additionnant a
l'intérieur de chaque groupe de la galerie leswaleorrespondant a des réactions positives,

on obtient 7chifres qui constituent le profil numée.

-L’interprétation se fait a partir de la base damkges :

*A l'aide du catalogue analytique : Rechercherrefipnumeérique dans la liste des profils.
*A l'aide du logiciel d’identification api web™ Entrer manuellement au clavier le profil
numérique a 7chiffres (BioMerieux SA).

5- Antibiogramme :

e But:
L’'antibiogramme est une étape trés importante qiii e culture pure des bactéries avec
leur l'identification responsable d’infection, ellpermet d’étudier la sensibilité ou la

résistance des souches vis a vis un certain nod’dmébiotique précis pour chaque types.
* Principe :

-La méthode d’antibiogramme utilisé dans notre éttidst la méthode de diffusion classique
de disque sur gélose (Delarras, 1998).

-L’antibiogramme permet une variété dans le chag dntibiotiques et ne requiert aucun

matériel particulier.

-Pour réaliser cette technique on utilise un mildleuMuller Hinton (MH) standardisé pour
toutes les bactéries sauf quelques souches exégeant

-Les disques pré imprégnés d’'une dose connue diatitjue sont déposés a la surface de la

gélose MH apres son inoculation par la souche étudi

-Aprés l'incubation de la boite les disques d’aiatiiojue vont diffusés dans MH en créant un

gradient de concentration minimal inhibitrice agdapar des zones circulaire.
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* Préparation de I'inoculum :

-A partir d'une culture pure bactérienne réalisere ususpension microbienne d’opacité
équivalente au point 0.5 de Mac Farland on utitisdaes colonies isolés dans l'eau
physiologique 10 ml.

- L'inoculum bactérien doit idéalement étre emplogi@ns les 15min qui suivent sa

préparation.

-Frotter I'écouvillon sur la totalité gélosé de M#te haut en bas en stries serreés.
-Cette opération doit étre répétée 2-3 fois ennaoir la boite & 60°C (trois directions) ou il
faut recharger I'écouvillon a chaque fois (CA-SFM98).

* Application des disques d’antibiotiques :
-L’application des disques se fait a I'aide deristteur spécifique aux antibiotiques ou avec
un pince stérile (Figure 3).
-Dans chaque boite il faut metre au moins 06 disgueeir les boites de 90mm(Figure4),
12disques pour les boites de 150mm et 16 disquaslgs boites carrées de 120mm de coté.
-Chaque type de bactériens possede une liste lof@infue précis avec une charge en ug
(concentration) spécifique (Delarras, 1998).
-Une fois les disques sont déposés, il ne fautgzadéplacés car leur diffusion est trés rapide.
-Incubation de la boite gélosé de MH se fait auvéta 37°C pendant 18- 24h.

» Lecture et interprétation:

-Apres la culture bactérienne avec les antibiosigdes zones d’inhibitions de croissance vont
apparaitre dans la boite de MH.
-Mesurer avec précision les diametres d’'inhibigonmillimétre a I'aide d’une regle.
-Selon les diamétres de concentration critique mégone des antibiotiques et a l'aide d’'un
logiciel Wonnet5 ,3 d’interprétation (figure5) @eut classer les bactéries dans l'une des
catégories : Sensible- Résistant —Intermédiaire.

*Lorsque le diameétre de la soucheétestt plus grand que le diameétre critique, on
déclare que la souche ssinsible (S).

*Lorsque le diamétre de la souche testeplus petit que le diamétre critique, on
déclare que la souche eésistante(R).

* Lorsque le diamétre de la soucheétestt égal au diamétre critique, on la déclare

gue la souche comme étamtermediaire(l) (Delarras,1998).
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Figure 2 : Photo d'un logiciel APl Web installé auniveau de laboratoire

Figure 4 : Distribution des

Figure 3 : Réalisation d'un antibiotiques sur la boite de MH

antibiogramme

Figure 5 : Photo d’un logiciel wonnet 5,3 install&@u niveau de laboratoire
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6- Test complémentaire :
6-1- Test de détection du SARM:

* Principe :
La détection des SARM avec le réactif : « SLIDEX KR Detection », est un test rapide
d’agglutination de particules de latex qui pernaetiétection de la résistance a la méticilline
des souches d&aphylococcus aureus par la mise en évidence de la PBP2(penicillin-imgd
protein 2) qui un produit d’extraction du géne aadpour la résistance a la méticilline
(MecA) (BioMerieux SA).

-Mettre 4gouttes du réactif d’extraction 1 (R3) slaim tube pour micro centrifugeuse.

-Prendre des colonies isolés avec des oeses dehbioiogie stériles et les mettre dans le tube

a centrifugé contient du R3.

-Boucher le tube et le mettre au bain marie bauillau sur le bloc chauffant a une

température (t°) de 95°a 100°C pendant 03minutes.
-Retirer le tube et laisser le refroidir a t° anmbéa
-Ajouter une goutte de réactif d’extraction R4 ierbhomogénéiser le tube.
-Centrifuger a 1500 g pendant 05 minutes.
-Dans la carte d’agglutination, mettre en deuxleexme goutte d’échantillon (50 pl)
*L’un pour tester le latex sensibilisé R1.
*Et I'autre pour tester le latex control négat@([Bio Merieux SA)..
* Lecture:
- Agglutination avec R1let pas d’agglutination afRit: positif signifie la présence de PBP2.

-Pas d’agglutination ou tres fine granulation aVem des deux tests: Neégatif signifie
'absence de PBP2.

-Agglutination avec le latex control négatif R2édriltat ininterprétable (BioMerieux SA).
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6-2- Test double disque (test de synergie) :
* Principe:

-Réaliser un inoculum d’antibiogramme de la soughester (qui ne présente pas I'image de

synergie sur I'antibiogramme).

-La recherche de BLSE se fait dans les condititersdsirds de I'antibiogramme.
-Ensemencer avec de I'écouvillon sur la boite Miduapension de la souche a tester.
-Déposer un disque d’AMC a 30mm centre a centra disque de CTX ou CRO.
-Incuber pendant 30 minutes a 37°C dans I'étuve.

-Ressortir la boite aprés ce temps et enlever smudi d’AMC et remplacer le par
I'antibiotique CTX.

-Incubation a 37°C pendant 18- 24heurs. (CA-SFN8)9

* Lecture:
Lecture de diametre autour des deux disques de 1@dtre que le disque initial présente un
diamétre réduit c'est-a-dire la souche résistaites que le deuxieme CTX qui est met a la
place de 'AMC présente un diametre important dessdité qui explique le phénomene de

synergie entre CTX et AMC avec I'image de bouchertldlampagne (Rahal,2005).

Partie pratique Page 43



Résultats et Discussion

Les résultats de notre étude qui est basée salelient et I'identification des bactéries multi
résistantes aux antibiotiques (résistance ac@uasieurs antibiotiques) sont présentés pour

chaque type de prélevement.
1-Urine (ECBU) :

1-1-Observation avant culture :
Les résultats sont obtenus a partir de I'analydebagctériologique des urines des malades
hospitalisés dans les services d’infectiologidegpneumo-phtisiologie, aprés leur admission

de plus de 02jours.
1-1-1- Macroscopique :
L’étude macroscopique des urines étudiées avantidiure est présentée dans le tableau 4.

Tableau 4 : Aspect macroscopique des urines des rades hospitalisées

Numéro de | Age (ans)| Service d’hospitalisation Aspect macrospaue
prélevement
01 64 Infectiologie homme Légerement trouble
02 45 Infectiologie femme Légerement trouble
03 79 Phtisiologie homme Trouble
04 62 Phtisiologie femme Hématique
05 54 Infectiologie femme Légerement trouble
06 40 Infectiologie homme Clair
07 66 Infectiologie homme Clair
08 54 Infectiologie femme Légerement trouble
09 78 Infectiologie homme Trouble
10 73 Phtisiologie femme Trouble

1-2-1-Microscopique (la cytologie):

L’aspect microscopique des urines avant leur cellest présentée dans le tableau 5 et figure6.
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Tableau 5 : Aspect microscopiques des urines.

Numéro de préléevement (urine) Aspect microscopique
01 Leucocyte(+), bacille(+)
02 Rares leucocyte
03 Bacilles (++)
04 Hématies (+4), leucocytes (++), bacilles (+++)
05 Dép6t d'urate amorphe
06 Bacille (+)
07 Rares Bacilles
08 Bacilles (+), leucocyte (rares)
09 Hématies(+), leucocytes (+++), rares Bacilles
10 Hématies (++), rares leucocytes

1-2-Observation aprés culture :

1-2-1-Macroscopique :

L’aspect macroscopique des colonies aprés culstrerésenté dans le tableau 6 et figure 7,
8et 9.

Tableau 6 : Aspect macroscopique des colonies a pades urocultures sur GN et MC

N° de prélevement Gélose Nutritive Mac Conkey
01 Petites, rondes et beige Petites, rondes et rose
02 Grosses, bambées et muqueuses Grosses, bamimses €
clair
03 Petites, rondes et beige Petites, rondes et rose
04 Petites, rondes et beige Petites, rondes et rose
05 Petites, rondes blanches Aucune pousse
06 Grosses, bambées et muqueuses Grosses, bamimses €
clair
07 Grosses, bambées et muqueuses Grosses, baminses €
clair
08 Petites, rondes et beige Petites, rondes et rose
09 Grosses, plates, et de couleur Grosses, plates, et de couleur
verte. verte.
10 Grosses, plates , et de couleur Grosses, plates, et de couleur
verte. verte.
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Figure 6: Aspect

_ _ _ Figure 7 : aspect macroscopique des
microscopique des urines

souches entérobactéries sur GN

Figure 8: Aspect macroscopique des Figure 9 : Aspect macroscopique du
souches entérobactéries (A)et non Pseudomonnas aerugino sur GN
entérobactéries sur MC (B)
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1-2-2- Microscopique :
Les résultats de I'aspect microscopique des cadosomnt présentés dans le tableau 7et les
figures 10 etl1.

Tableau 7 : Résultat de I'examen microscopique dekfférents urocultures.

N° de prélevement Etat frais Coloration de Gram
(urine)
01 Bacille mobile Bacille Gram négatif
02 Bacille mobile Bacille Gram négatif
03 Bacille mobile Bacille Gram négatif
04 Bacille mobile Bacille Gram négatif
05 Court bacille mobile Coccobacille Gram négatif
06 Bacille mobile Bacille Gram négatif
07 Bacille mobile Bacille Gram négatif
08 Bacille mobile Bacille Gram négatif
09 Bacille tres mobile Bacille Gram négatif
10 Bacille trés mobile Bacille Gram négatif

» Test oxydase :

Le test oxydase est réalisé sur un papier buvagd laréactif liquide d’oxydase .

Ce test permet de différencier dans les bacillemrGnégatif les entérobactéries des non
entérobactéries et les résultats obtenus sontiiesns :

-Les prélévements 1, 2, 3, 4, 6,7 etd®it Oxydase négatif (-), donc il s’agit d’entércidaies.
(Figure 12).

-Les prélevements 5, 9 et 10 sont Oxydase positifdonc il s’agit de bacilles Gram (-) non
entérobactéries. (Figure 13)

1-3-Résultats de I'identification :
1-3-1-Entérobactéries:

» Résultat de la galerie APl 20E
Pour les prélevements 1, 2, 3, 4, 6, 7 et 8 oraliséle systeme API 20E. Les résultats sont

présentés dans le tableau 8 et figurel4.
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Figure 10 : Aspect microscopique Figure 11 : Aspect microscopique des

des bacilles Gram négatif BGN coccobacilles Gram negatif

Figure 12: Test oxydase négatif

pour BGN fermentaire Figure 13: Test oxydase + pour

les BGN non fermentaire

Figure 14 : Identification des entérobactéries BGNavec le systeme API20E
(souches des urines)
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Tableau 8 : Résultat de la galerie biochimique AP20F(urine)

Numéro de prélevement (urine) Code de I'API 20E Geme identifié
01 5044553 E. coli
02 5214773 KI. P
03 4144552 E. coli
04 5146572 E. coli
06 5214773 KI. P
07 526772 KI. Oxytoca
08 5064553 E. coli

1-3-2- Non entérobactéries :

» Résultat de la galerie APl 20 NE :
Pour les prélevements 5, 9 et 10, on a utilisyséme API 20 NE qui permettra d’identifier

ce type de germe. Les résultats sont présentédeltaideau 9 et figure 15.

Tableau 9 : Résultat de la galerie biochimique APNE(urine)

Numéro de prélevement Code de I'api NE Germe iderité
05 0004042 Acinetobacter baumannii
09 2206002 Pseudomonas aeruginosa
10 1354575 Pseudomonas aeruginosa

1-3-3- Milieux sélectifs des*seudomonas
Pour les prélévements 9 et 10 'ensemencementaesies dePseudomonas sur les milieux
de King A et King B donne une couleur bleu vert Buking A qui indique la présence de

pyocyanine et une couleur jaune sur le King B ioditf la présence de pyoverdine (figurel6).

1-4- Résultat de I'antibiogramme :
Les résultats des antibiogrammes effectués a pdesr dix urocultures positives sont

mentionnés dans le tableau 10.
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Figure 15: Résultat de I'identification avec le sygeme APINE
pour les EBGNNf (souche 5, 9et 10 des urines)

Figurel6 : Résultat de la culture de®seudomonas partir des

préléevements des urines 9et 10 sur milieu King A éing B
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Germe
identifié

Tableau 10 : Résultats de I'antibiogramme des gernsasolés a partir des urines.

Amc Cz Cro Etp Cix Amp Fox

E. coli
BLSE+

KIl. P
BLSE+

E coli
BLSE +

E coli
BLSE +

Acineto-
bacter
baumannii

Kl.p
BLSE +

R R S | S R S

Kl. oxytoca R R R R R R S

E coli
BLSE +

R R R S R R S

Pseudomonas _ R R R S R S R S R R
aeruginosa

Pseudomonas _ S | S S S S S S | R
aeruginosa

S: sensible R: resistant I: intedmee - non testé.

D’apres la lecture de l'antibiogramme et linte¥ation des diametres mesurés sur un
logiciel de Wonnet 5.3, les prélevements étudiéstnent la présence de plusieurs bactéries

multi résistantes vis-a-vis quelques antibiotigdeda famille des 3-lactamines :

-EBLSE € .coli etkl.p) ou les bactéries sont résistantes aux Ctx et Cgo ame image de
synergie entre un de ces 02 antibiotiques avec ¢’ Am systéme de résistance par la synthése

d’enzyme de (-lactamases (figurel?)

-Une Kl .p oxytoca présentes un phénoméne de mulrtirésistnce ,dglusurs résistances au
3-lactamines CTX et AMC et CRO ,elle est résistmatéEtp.

-Acinetobacter baumanii résistant a tous les R-lactamines testés (TcctTipn®),et résistant
aussi au aminosides(Gmn et Kmn) donc il s'agind'souche bactérienne multi résistante
gu’on qualifie de BMR(figurl8).

-P. aeruginosa résistant I'lpm, Caz ,Tic et Tcc qui sont des &danines (figure 19).
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Figurel8 : Antibigramme d'un

Figure 17 : Antibiogramme Acinetobacter baumaniBMR

d’Ecoli avec image de synergie

Figure 19 : Antibiogramme d’'un Pseudomonas aeruginosa
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La répartition de ces bactéries multi résistargmen leur fréquence dans les urines est

présentée dans la figure 20.

HE.coli
mKl.p

Kl.o
B A. baumanii

W P.aeruginosa

Figure 20: Répartition des bactéries multi résistates isolées a partir des urines selon
leurs fréquences

2- Pus:
Parmi les prélevements de pus réalisés au niveaemce d’infectiologie, on a isolé des

bactéries résistantes aux antibiotiques de 03y@é&ients.
2-1-Observation avant culture :
2-2-1-Examen microscopique a la coloration de blede méthyléne :

Faire un frottis de chaque prélevement recu eblerer au bleu de méthylene, les résultats

sont présentés dans le tableau N° 11 et figure 21.

Tableau 11 : Résultats de I'examen microscopique éleu de méthylene

N° de prélevement Service Age (ans) Examen micpoqoe directe)
Pus 01 Infectiologie homme| 32 Polynucléaire (++)

Pus 02 Infectiologie homme| 56 RAS (Avec rare lympties)
Pus 03 Infectiologie femme 47 Polynucléaire (+)

2-2-Observation apres culture

2-2-1- Macroscopique :

Aprés la culture bactérienne des 03 pus, I'aspemtroscopique des colonies est présenté

dans le tableau 12 (figure22).
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Figure 21 : Aspect microscopique de pus 1 et 2 aviatulture

(Coloration de bleu de méthyléne)

Figure 22 : Aspect macroscopique des colonies deahylocoque sur
CHAP , GSC et GSF
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Tableau 12 : Aspect macroscopigue des colonies apri@ culture des pus

GSC GSF MC CHAP
Pus 01 Petites, rondes ePetites, rondes et Aucune pousse Petites, rondes
doré beige et jaune doré
Pus 02 Grosses, Grosses, Grosses, rose | Aucune pousse
blanches blanches clair et
muqueuses muqueuses muqueuses

Pus 03 Petites, rondes gPetites, rondes et Aucune pousse| Petites, rondes

doré beiges et jaune doré

2-3-2-Microscopique:
L’observation microscopique des colonies a l'étaisfet a la coloration de Gram montre le

résultat présenté dans tableau 13( figure 23).

Tableau 13 : Résultat de 'examen microscopique dgsis.

Examen a I'état frais Examen a la coloration dan®r
Pus 01 Coccis mobiles Coccis Gram positif
Pus 02 Bacilles mobiles Bacilles Gram négatif
Pus 03 Coccis mobiles Coccis Gram positif

2-3- Résultat de I'identification :
-Pour les prélevements, 1 et 3 qui sont des cdgrsn positif (figure23) on leur réalise le
test catalase sur une lame avec dgOHpour différencier les staphylocoques des

streptocoques et les résultats obtenus sont leargui
*Les prélevements letsdnt catalase (+), donc il s’agit des Staphylocedtigure 24).

-Pour différencier lestaphyloccocus aureus des autrestaphyloccocus on teste le coagulase
et le résultat obtenue est un coagulase + (fighyee leur identification avec le systeme API
STAPH (figure 26).
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Figure23 : Aspect au microscopique des coccis Grapositif

Figure24 : Résultat du test Figure 25: Résultat du test coagulase + pour

catalase + pour les pus 1 et 3 les Staphylocoques aureudes pus les

Figure26 : Résultat de I'identification avec le syeme d’API STAPH
pour les Staphylocoque (pus 1let 3)
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-Pour le prélevement 2 qu'il s’agit des BGN, ontdéetoxydase pour différencier les
entérobactéries des non entérobactéries, le résblienue est :

*Une oxydase négatif (figure 12) donc il s’'agitud’ germe appartient a la famille des
entérobactéries, et leur identification avec laé&ye API 20 E.

Les résultats obtenus dans le tableau 14.

Tableau 14 : Résultat de la galerie API 20E et APSTAPH (pus)

Numéro de| Code API20 E Code APISTAPH| Germe identifié
prélevement

PusO1 | - 6736153 Saphyl ococcus aureus
Pus 02 5214773 | - Kl.pneumoniae
Pus03 | e 676153 Saphyl ococcus aureus

2-4-Résultat de I'antibiogramme :

Les résultats d’antibiogrammes effectués sur tis tultures des pus sont mentionnés dans le
tableau 15.

Tableau 15 : Résultat de I'antibiogramme de I'ECB és pus

Germe identifié  Amc Cro Etp Ctx Amp Fox OX

Staphylococcus - _ _ _ _ _ R R s s s R
aureus
KIl. P S R R S R R sS _  _ _ _ _
BLSE+

Staphylococcus - _ _ _ _ _ R R s s S R
aureus

S: sensible R: resistant 1 testé

Les résultats d’antibiogrammes des pus présentsnsauches bactériennes multi résistantes

aux antibiotiques.

-UneKIl .p BLSE résistante aux Cz, Ctx, Cro et Amp (3-lactesi).
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-Deux souches dg&taphylococcus aureus résistantes a I'Ox et Fox (les méticillines), d gt

des SARM , les souches pathogenesS@phylococcus aureus présentes dans le pus sont
devenues un probléme majeur dans I'hépital surtoetix qui sont résistantes aux
antibiotigues notamment a la famille des métiaéincette résistance peut étre détecté par un
test complémentaire de « SLIDEX MRSA Detectioetie résultat obtenue :

*Une agglutination avec le réactif R2 donne uneidication positive du test c'est-a-dire les
Saphylococcus aureus sont des souches dite SARM (figure 27).

La répartition des bactéries isolés a partir desgiudiés est présentés dans la figure 28 .

mKl.p

W S. aureus

Figure 28 : Répartition des bactéries isolés a partde 'ECB des pus
selon letirs fréanience

3- Surface seche:

Plusieurs prélevements de surface sont faits (280eyements) sur les différents sites

mentionnés auparavant. On a sélectionné seuleeggelmes résistants aux antibiotiques.

3-1-Observation apres culture :
3-1-1-Macroscopique :
- seuls les BHIB qui présentent un trouble sonesrencés en vue d’un isolement.

-Apres la culture bactérienne I'aspect macroscapiges colonies est présenté dans le
tableaul6.
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Tableau 16: Aspect macroscopique des souches issléa niveau des différents sites.

Service Site de GN MC CHAP
prélevement
Pneumo- Poignet Petites et Petites, Aucune
phtisiologie lingerie blanches bombées et | pousse
homme rose clair
Infectiologie LIT 15 Grosses, bambées Grosses, Aucune
homme et muqueuses | bambées, rose pousse
clair,
muqueuses
Infectiologie Table Petites, bambées Petites, Aucune
femme malade 03 et blanches bombées et | pousse
rose clair
Infectiologie Robinet | Grosses, bambées Grosses, Aucune
femme toilette : 03 et muqueuses | bombées, rose pousse
clair,
muqueuses

3-1-2- Microscopique :
L’état frais des colonies trouveés et leurs coloreg de Gram montrent que ces colonies sont

tous des bacilles mobiles Gram négatif.

3-2-Identification :
Un systeme d’API 20E est réalisé sur les 04 préh&ves qui sont des bacilles Gram négatif

et oxydase négatif ( figure 29). Les résultatsatitification sont présentés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Résultat de la galerie biochimique AP20E (surface)

Site de prélevement Service Germe identifié
Poignet lingerie Pneumo-phtysiologie homme Citrobacter koseri
LIT 15 Infectiologie homme Klebsiella pneumoniae
Table malade N°03 Infectiologie femme Enterrobacter sakazaki
Robinet toilette N°03 Infectiologie femme Klebsiella pneumoniae
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Figure 27 : Résultat positif pour la
détection du SARM du pus let 3

Figure

29 : Résultat de l'identification avec syst@e API 20 E
pour les EBGN f (souches de surfaces)
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3-3- Résultat de I'antibiogramme:

La méme liste des antibiotiques pour les BGNestte sur ces germes (les 3-lactamines), les
résultats sont présentés dans le tableau 18.

Tableau 18 : Résultats de I'antibiogrammaeales souches isolées des surfaces.

Germe identifié

Citrobacter koseri R R R S R R R
BLSE

Klebsiella pneumoniae I R R S R R S
BLSE

Enterrobacter sakazaki R R R S R R R
BLSE

Klebsiella.pneumoniae S R R S R R S
BLSE

S: sensible R: regibta I: intermediare

Tout ces souches isolées sont des entérolEcBLSE présentant des résistances aux [3-
lactamines surtout aux Ctx et Cro qui donne uregende synergie avec 'AMC confirmant
le phénoméne de BLSE (figure 30) sauf pour le ed€l dP du site : Lit N° 15 qui ne présente

pas d'image de synergie dans I'antibiogramme (Bgg), ces souches présentent aussi une
résistance aux Cz.

Le phénomeéne de BLSE peut se détecter par strcdmplémentaire de double disque.

Le résultat de la détection du BLSE avec le tesbtibdisque de la soucli@ .p du site : Lit

15 est positif (figure 32).D’autres souches isslde surface sont aussi testés (figure 33)
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Figure 30 : Antibiogramme BGN f

, . . Figure 31 : Antibiogramme d’une K/ . p du site
presente une image de synergie

lit 15 ne présente pas I'image de synergie

Figure 32: Résultat de test de double disque (Tegde synergie) pourKl .p du site lit 15

Figure 33 : Résultat de test double disque de confiation de la présence de
BLSE pour d’autres souches
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Répartition de bactéries trouvées sur les surfasegrésentée dans la figure 34.

mKlp
m Citrobacer koseri

 Enterbacter sakasaki

Figure 34 : Répartition des bactéries multi résistates isolées a partir
des surfaces selon leurs fréquences

D’apres tout les prélévements effectuées au nidealD3 services de 'EPH IBN ZOH
GUELMA , on peut donner une réparation des difiesdactéries résistantes trouvées selon

leurs fréquences en espéce trouvés et selorrdéensences dans les services (figure 35, 36)

45
Infectiologie H Somme de nombre
niectiologie Infectiologie F )
40 Somme de nombre par pourcentage%
£ 3
Ecoll

- l P aeruginosa
. ‘ CRrobacter koseri sAboumand
- “ Enterobacter sakazaki
15 . . X 5 aureus
’ Phtysiologie H ‘
» Physiologie F !
S

I Hémodialyse v ‘
0 pourcentage’s

2 1
Figure 36: Répartition des services selon la Figure35: Répartition de toutes les bactéries
fréquence des bactéries isolées selon leurs fréquences
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Figure 37 : Répartition des bactéries selon leurgéquences dans les services

4- Air :

4-1- Observation apres culture

4-1-1Macroscopique :

Les boites de GN exposés a I'atmosphére des sereicdéeur culture présente un grand
mélange de bactéries et de champignons (figure87pro a rien isolés comme souche
bactérienne pure ou bien résistante aux antibietiqu

Figure 38: Aspect macroscopique des colonies isolées a padi I'air
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5-Discussion :

Afin d’isoler et d’évaluer la place des bactérimslti résistantes aux antibiotiques
responsables des infections nosocomiales danpitthdBN ZOHR de Guelma, une étude

microbiologique a été realisé au niveau du laloiraide bactériologie.

Dans cette étude 264 prélévements diffé@mise, pus, air et surface seche) réalisés
pendant une période de plus de 02mois, on a isbléoliches multi résistantes avec un

pourcentage de 6,44% par rapport a la totalisébaetéries isolées dans notre travail.

Les prélevements d'urines prennent la premiplace dans lisolement de germes
résistants a 58,82%, suivi par les prélevemensudaces et en dernier ceux du pus 23,53 %
et 17,64% respectivement.

Parmi les BMR isolés, on site essentiellement le®rebactéries notamment les bacilles
Gram négatif qui sont le plus fréquemment retrguvéans notre étude a 88,23 % ou
58,82% au niveau des urines, 23,52% des surfacés88%0 dans le pus. Des résultats
semblables ont été trouvés dans des hopitaux m#elmontre aussi cette prédominance des
entérobactériacae a 59% (Sahal., 2016).

Ces BGN présentent un mécanisme de résisanc®-lactamines par la production de
'enzyme de B-lactamase a spectre élargi BLSE et fecCitrobacter koseri et Enterobacter
sakazaki leur présence est faible 5,88% ,d’autre étude raoque les entérobactéries
représentent un pourcentage faible de leur fréquencsur 1153 souches d'entérobactéries,
un nombre de 30 souches (2,6 %) étaient produstdeme BLSE avec 76,6 % Héebsellia
pneumoniae 29 souches (2,5 %) produisaient une céphalospajBacherichia coli(24,1 %).

Ces entérobactéries productrices du BLSE étaieléas dans les selles des patients (40 %) et
dans la trachée (23,3 %), essentiellement dansrléce de réanimation chirurgical dans un

hopital pédiatrique (Mensah, 1997).

Cela est confirmé par des études sur 306h&sude bacilles a Gram négatif (BGN) qui
ont été isolées de I'environnement de I'hépitalTédessa dont 74,51% des entérobactéries.
Les tests de détection des BLSE ont permis de témiser 114 souches productrices de
BLSE, soit 50% des entérobactéries isolées (Deh&i0dd)

Les BMR isolés principalement les BGN étaiestplus frequemment isolées dans notre

étude ce qui est également montré dans I'étudsitunme (Kolliet al., 2014) et marocaine
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(Ben jaballah, 2006), qui montrent que les BGN swm¥ponsables essentiellement des

bactériémies (68,2 %) et pneumopathies (31,8%).

Les coccis Gram positif particulierement sphyloccocus aureus résistants a la
méticiline SARM étaient rares dans notre étudeaasolés 02 souches au niveau des pus
c'est-a-dire 11,76% par rapport au total de badétestées, mais présente le germe
majoritaire dans I'étude cytobactériologiqgue des pu66,66%, d’autres résultats montrent
aussi la rareté de leur fréquence dans l'unitéé@matologie (Kolli, 2014), mais au contraire
sont frequemment isolés 76 souches (15 %) étedsigtants a la méticilline et se trouvaient
essentiellement dans la trachée (43,4 %) des patilenservice de réanimation chirurgicale
(47,3 %) (Mensah, 1997).

D’autres études montrent la grande fréquelessS .aureus a 58% dans les prélevements
cutanés (78%), hémoculture (9%), prélevement t@tménchique (4%), uroculture (3%),
sonde urinaire (3%), cathéter (3%) au niveau dutreede brulés de CHU- Annaba
(Chaibdraa, 2008).Les SARM sont fréquents aussisdis unités néonatologiques
européennes.Babazonaet al.,2008 ; Jyothet al.,2013).

Pour les BGN fermantirels|ebsiella pneumoniae était majoritaire de 29, 41% par rapport
a Escherichia coli 23,53%, ce qui est confirmé par des études alyge(Abid, 2014).

Par ailleur€Escherichia coli était frequemment isolé en Europe (Bisiral., 2010). Par
contre les BGN non fermantaires comme Hseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumanii 17souches (64%) commence a prendre une place tempordans les infections
urinaires nosocomiale c'est-a-dire isolés a pdetir patients, comme nous le donne une étude
sur 100 souches isolés de netobacter baumanii, dont 92 souches étudiés 61 souches a partir
des patients et 08 seulement a partir de I'envieament sont résistantes au ATB (Kirkgoz,
2014). Une autrétude est réalisée au niveau de I'hépital unitersi de Paris ou 50 % des
germes isolés sont deBcinetobacter baumanii, dont 29, 94% sont des souches résistantes
(Bergognest al., 1996).

Un nombre important 20 % dé¥eudomonas aeruginosa avec 3% seulement de
Acinetobacter baumanii sont isolés dans le centre de Réanimation et aiéeiment des grands
bralés, CHU Annaba (Chaibdratal., 2008).

Partie pratique Page 66



Résultats et discussion

Enfin I'analyse bactériologique de l'air peése un faible pourcentage de germes
résistants ou on n’a pas isolé aucune soucheagtstnais on ne néglige pas la présence de

plusieurs types des bactéries sensibles et pdtentent pathogenes.

De nombreux facteurs de risque sont respdessabcette émergence de résistance dont

I'utilisation anarchiques des antibiotiques olade spectre, la longue hospitalisation et le
facteur d’hygiéne reste le plus important.
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Conclusion

Conclusion :

L’étude microbiologique des prélevementsiséal au niveau de I'hopital IBN ZOHR a
GUELMA a permet lisolement et lidentification debactéries responsables d’infections
nosocomiales et par I'étude de leurs antibiogrammesa montré que se sont des souches
possédants des résistantes multiples aux antibastige qui pose un grand probleme de santé

publique.

Notre étude montre la présence dans laapiuges prélevements étudiés des germes
bactériens résistants aux ATB surtout les BGN 238 dontKlebsiella pneumoniae a
29.41% et E.coli & 23.53%e qui expose les malades hospitalisés dont Ipgtgsiologique
est fragile a ces germes est entraines des surorfec

La diversité des germes au niveau des trois ssvizcupent une place importante par
I'existence des souches multi résistantes « BMRR epntamination du service d’infectiologie

41,17% occupe une place importante. Il faut preédi@ement en considération les germes
sensibles et qui peuvent acquierent des résistataresle temps vue leur abondance surtout

au niveau des surfaces.

Ces souches pathogénes peuvent étre transmised’ etanonnement hospitalier qui peut
jouer un rdle important dans leurs propagatioilsya’ pas un systéme de prévention avant

I'’émergence de ces agents pathogenes ou bien temsysge surveillance.

A titre de ce probleme, I'importance de téyention et I'hygiéne réglementaire au cours
des procédures des soins restent le premier seqmus éviter la contamination de
'environnement hospitalier, I'étude microbiologeureste le premier pilier pour la
déclaration de I'existence de ces agents infecti@ixenfin un programme de lutte contre
'émergence de BMR est indispensable pour luttetredes infections nosocomiales.
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Résumé:

Notre travail qui a porté sur lisolementjdéntification et I'étude des souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques demiipbspitalier nous a permis de collecter 17
bactéries multirésistantes aux antibiotiques airpales prélevements sur les patients
hospitalisés et leurs environnement hospitalier.

Les souches, qui ont été isolées sur des milipariiques puis identifiées par le systeme
d’API20E appartiennent essentiellement a la fantide enterobacteriaceae au€lebsiella
pneumoniaeen premier rangsuivie dE. coli , d’Enterobacter Spet deCitrobacter koseri
sont principalement résistantes aux (-lactamiiEgutres souches’édnterobactéries non
fermentaires ont été isolées et identifiées payéme d’API NE tels quBseudomonas
aeruginosaetAcinetobacter baumaniLes bactéries Gram positif sont isolées et idegifiar
API STAPH sont principalement détaphyloccocus aureussistants aux méticillines.

Cette étude confirme I'émergence de la réisc# aux antibiotiques utilisés en

thérapeutique donc un risque de leur propagatios iamilieu hospitalier.

Mots-clés: multi ésistance bactérienne, antibiotique jremnement hospitalier, émergence.



Abstract :

Our work that has covered the isolation, identification and the study of an antibiotics
resistant bacterial strains in hospital environment, alowed us to collect 17 antibiotics multi-
resistant bacteria of hospitilased patients and their hospital environment . The strains that
were isolated in specifics middle than identified by the API20E system, belong mainly to the
Enterobacteriaceae with Klebsiella pneumoniae family in the first rang followed by
Escherichia coli, Enterobacter sakasaki mainly all of them resistant to betalactamine and
they are the EBLSE. Other strains of Enterobacteria non fermentation was isolated and
idenfied by the APINE system such as Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumanii
MRB. The gram positive bacteria isolated and idenfied by the APl STAPH, they are mainly of
Staphyloccocus aureus resistant to meticillines MRSA .This study confirms the emergence of
antibiotic resistance used in treatment. Therfore a risk of their spread in the hospital

environment.

Keywords : Multi resistant bacteria,-antibiotic- hospital environment- emergence.
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Annexes

Annexes 01 : Composition chimique des milieux de ttures :

1-Gélose au sang cuit (chocolat) :

La formule théorique de ce milieu de culture erdghu purifiée est :

Peptone trypsique de CaSEINE .......c.vveiieiie e e i e

....... 7,5.

Peptone pepsique de VIaNde. ... .......oiiiiiiie e e e e e s 7,5

AMIAON A MATS .. e e e e e e e e e

1

Hydrogénophosphate de potassium............ooviiiiiiiiiiii i e e e en 4...

Dihydrogénophosphate de potasSium ..........ccovveiieiieiie e ien e e

1= 1

Ph de milieu= 7,2

2-Gélose au sang frais

La formule théorique de ce milieu de culture erdghu purifiée est :
Mélange spécial de PEPLONES.......c.uiriieiie it it e e e e e e
AMIAON. L. e
N = T8
Y= 1 o o [ 210 T 0] o

ACIAENAIIAIXIQUE. .. .oe et e e e e e e e e e e e e e

(000 ] 115111 [T

Ph de milieu = 7,3

L



3-Gélose Chapman :

La formule théorique de ce milieu de culture erdighu purifiée est :

Extrait de viande (DOVIN POICIN) .....ccveie i eae s
Peptone de caseéine et de viande (bovin et porcin)..............ccooiiiiiiiiiieenn .
Chlorure de SOOIUM . ... . e e e e e e e e e ee e

DM ANNITOL. . . e e e e

RoUgE de PhENOL. ...

Eau ISHIEE. ..ot
Proteose PeptONEN 3. .. .. ittt e

Ph de milieu: 7.4
4-Gélose Mac conkey :

La formule théorique de ce milieu de culture erdighu purifiée est

Peptone de gélatine (bovin OU POICiN) .......cccovii it e e
Peptone de viande ( bovin OU POICiN) .......cooi i e
LaCtOSE (DOVIN) ..ottt e e e e e e e e e e e
Sels biliaire (OVIN OU BOVIN) ..o e e

ChIOrure de SOIUM ... oe e e e e e e e e e e e e e

ROUJE NEULIE ... e e e e e e e e eae e e e e nee e e e O,

O 1Y =1 Y/ To] [

Ph de milieu=7,1



5-Gélose nutritive :

La formule théorique de ce milieu de culture erdighu purifiée est :

-extrait de viande de boauf ... el L
SeXIAIt A IEVUIE ... e e el 2
P PO . e e e e e ————————— 5

-Chlorure de SOAIUM . ...t e e e e e e e e e e et B

6-Gélose Muller Hiton:
Infusion de viande de DOBUT ...t e e e e e e e 300
Peptone de CaSEINe .......ccoiiiiiii e e e e 1T,

AMIAON A MaATS ..ot e e e e e e e e B

Ph de milieu = 7,4
7-Milieu King A :
La formule type de la gélose King A en g/l d’eastitlée est :
Peptone bacteriologiqQue « A » ... e e e e e - 20
L1101 o 10
KoSOy (ANNYAIE) ... 10
MGCl, (@NNYAre) ... coeieie s e e e e e e e L
o =T 11 1= %2

Ph de milieu: £ 0.2 a 25°C



8-Milieu King B :

La formule type de la gélose King B en g/l d’eastitlée est :

Peptone bactériologique « B »........ccccviiiiiiiiiiii e e
Yo =T o |
Hydrogénophosphate de potassium anhyds€IBQOy).........oovvviiiiiiiiiiiiine,
Sulfate de magnésium hydraté (MGPQ ......covviriiiiiii et e e 15

Yo = L o U 1=

Ph de milieu:7.2+0.2 a 25°C

9-Milieu BGT(bouillon Glucosé tamponné) :

T 0] (0 P

EXIrait e VIANOE ... e e e e e e e e e e

GlIUCOSE .. e e e e e e e e e

Chlorure de SOQIUM . ..o

Dihydrogénophosphate de potasSiUum..........o.vveiiriie e e e

Hydrogénophosphate de sodium............c.cooii i e e,

Ph de milieu=7,4

10-Milieu BHIB : (bouillon cceur- cervelle)

Extrait caaur —cervelle ... ...
Peptone pancréatique de gélatine .............cooooiviiiiiiiiiine e,
ChIorure de SOOIUM ... e e e e e e e e et e e e
Phosphate diSOIQUE .........uiuiitie e e e e e e e e e e e e et e eeenes

(€18 [ol0 1T =T

PH de milieu=7,4+0,2

A2

.20

2,5

0,7.
8,3

2.5



Annexe 2 :Antibiogramme par la méthode de diffusioren milieu gélosé

Antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé

par Rémi Moreda d”aprés 1'édition janvier 2010 du comité de |"antibiogramme de la société frangaise de microbiologie.

Isolement ( 18-24h sur milieu non sélectif)

1l est possible de partir d'un
bouillon, par exemple pour les
bacilles Gram négatif,
“ Staphviococcus et Enterococcus

culture en bouillon
Mueller - Hinton
incube 3a5h
sous agitation et ajusté ensuite a

0,5 de Mc Farland.

Suspension en eau physiologique
de trouble équivalent au standard
Mg Farland 0,5 {=10" UFC/mL).

) . = écouvillonnage : diluer an 1/10 {=10" UFC/mL) (10 goutte de
Bacille Gram négatif | pipette Pasteur dans 5 mL d"eau physiologique stérile)

Préparation de ’inoculum  Souche pure a étudier

Aujourd "hui déconseillée car risque di aux aérosols.

Elle est néanmoins encore utilisée en milieu professionnel. Technique 4 privilégier car elle évite les aérosols.

Préparation de I’inoculum  Souche pure a étudier

= Staphylococcus®
= . Mifien : Mueller-Hinton 37°C 18-24h
W Enteracoccus - inondation : diluer au 1/100 (=10° UFC/mL) (1 goutte de pipette AR T
E Pasteur de suspension dans 5 mL d’eau physiologique sténle)
B: e

E o 2 - our Staphylococeus aureus et la recherche de SARM, déposer un disgue FOX ou réaliser en plus un petit Mueller-Hinton
= P ph) ¥ ! P P

E & E 30°C au Mueller-Hinton hypersalé a 37°C, 24 a 48h avec inoculum chargé et disque oxacilline.

8 ] Streptococcus utiliser directement la suspension & 0.5McF pour | "écouvillonnage. Pour la technique par inondation diluer au

®
5 3 :‘! E 110 (1 mL dans 9 mL) Milien ;: Mueller-Hinton + 5% sang de mouton 37°C sous atmosphére enrichie en CO, 18-24h.
i

E -

w S =

Svgs

- -

iy E

= b -— Inoculum —_

=] =3 . & z

= Technique par inondation Technique par écouvillonnage

-

==

Aunjourd hui déconseillée car risque dil aux aérosols.

Elle est néanmoins encore utilisée en milieu professionnel. Technique & privilégier car elle évite les aérosols.

E Al'aide d’un écouvillon essoré, ensemencer toute
E la surface du milieu (3 passages a orentation décalée
de 60° pour la boite et I"écouvillon)
]
: 0 ®
;
b —s
g Recouvrir la gélose d'inoculum  Aspirer le surplus
u /
gﬁé @ @ 1/3 de tour ® ° (1/3 de tour)
Laisser sécher 15 minutes
b o o
..E' Dépit des disques d"antibiotique selon schéma de disposition | 0
a (maximun 6 disques sur grande boite de pétri) 5 @
Incubation 18-24 heures a 37°C en aérobiose
sauf cas cités plus haut.
amétre dinkibiion & Dame
o Pour chaque antibiotique, mesurer le diamétre Dmmtm%l_ﬂun S ek ce
& dela zone d'inhibition. Grice aux abaques < D d T
= (exemple i droite) déterminer la catégorie " =
2 Sensibl hﬂ@* H.l.w
E clinique de la bactérie vis a vis de chaque | Sensible | Infermédiaire | Résistant l i ‘ : 5 | E s
=1 antibiotique testé (sensible, mtermédiaire, 4 16
resistant) et estimer la CML o E_"'S Disgue AB
e - — = Dans cet exemple la bactérie est intermediaire
Coneentration en antibiotique vis & vis de 'antibiotique. Estimation de
en pg/emi oumg/L la CMI - 4 mg/L < CMI < 16 mg/L

Abaque de lecture
CCl=c = concentration critique inférieure (CCS = C = supéneure)
D = diamétre critique supérieur {d = inférieur}
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